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(57) Abstract 

The invention concerns the use of a fluorescent protein selected in particular among the autofluorescent proteins for detecting the 
non-covalent interaction between a target protein marked by the fluorescent protein and one of its ligands marked by a marker consisting 
of: either a molecule capable of absorbing the light emitted by the fluorescent protein, or a fluorescent substance, said detection taking 
place by fluorescence energy transfer: between the fluorescent protein and said fluorescent substance, the fluorescent substance being such 
that it is excitable at the fluorescent protein emitting wavelength, or it emits at the fluorescent protein emitting wavelength; between the 
fluorescent protein and said molecule capable of absorbing the light emitted by the fluorescent protein. 

(57) Abr^g^ 

L'invention conceme Tutilisation d'une prot6ine fluorescente choisie notamment parmi les protdines autofluorescentes, pour la 
detection de Tinteraction non covalente entre une prot^ine cible marqude par la protdine fluorescente et I'un de ses ligands marqudpar 
un marqueur constitud: soit par une molecule susceptible d'absorber la lumi^re 6mise par la protdine fluorescente, soit par une substance 
fluorescente, cctle d6tection ayant lieu par transfert d'dnergie de fluorescence: entre la prot6ine fluorescente et la susdite substance 
fluorescente, la substance fluorescente dtant telle que soit elle est excitable ^ la longueur d*onde d'dmission de la protdine fluorescente, soit 
elle dmet ^ la longueur d'excitation de la protdine fluorescente, ou entre la protdine fluorescente et la susdite molecule susceptible d'absorber 
la lumi^re dmise par la protdine fluorescente. 
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UTILISATION DUNE PROTEINE FLUORESCENTE POUR LA 
DETECTION D' INTERACTIONS ENTRE UNE PROTEINE CIBLE ET 
SONLIGAND. 



L' invention concerne Tutilisation d'une proteine fluorescente pour la 
detection d* interactions entre une proteine cible et son ligand. 

De nombreux medicaments et substances naturelles exercent leur action en 
interagissant avec des proteines regulatrices appelees recepteurs, impliquees 
dans de nombreuses fonctions physiologiques des organismes, et les alterations 
de leur fonctions sont la cause de nombreuses pathologies. L'accessibilite des 
recepteurs aux agents pharmacologiques endogenes ou exogenes, naturels ou 
synthetiques, depuis I'exterieur de la cellule conduit a les considerer comme des 
cibles de choix pour la recherche de molecules biologiquement actives, en 
particulier de molecules pr6sentant des pouvoirs therapeutiques potentiels. 

Afm d* identifier de nouveaux outils pharmacologiques et produits 
medicamenteux, plusieurs tests de criblage de molecules biologiquement actives, 
oni ete developp6s : 

- le test SPA ou test de proximite par scintillation (scintillation proximity 
assay) (Udenfirend et aL Anal. Biochem. (1987) 161:494-500, brevet americain 
n° 4,568,649; brevet europeen 0,154,734 et demande de brevet japonais 
n° 847/52452) ne parvient pas a s'affranchir de Tutilisation de molecules 
radioactives, et done de toutes les nuisances associees a la manipulation, 
r utilisation et le stockage de radioelements; 

- le test de mesure par transfert d'energie de fluorescence utilisant le 
couple europium - allophycocyanine (Mathis, clin, Chem. (1993), 39:1953^ 
1959) requiert I'utilisation d' allophycocyanine purifi6e et necessite son greffage 
sur une prot6ine cible elle aussi purifiee, ce qui n'est pas toujours possible 
surtout lorsque la proteine cible n'est pas abondante ; 

- les tests fonctionnels faisant intervenir la regulation de genes 
rapporteurs codant pour des proteines luminescentes, ou pourvues d'une activite 
enzymatique dosee par color im6trie, sont des mesures tres indirectes de 
r interaction entre un ligand et son recepteur, peuvent etre source de faux- 
positifs, font intervenir des cascades d' amplification qui inter ferent avec la 
mesure quantitative des interactions entre le recepteur et ses ligands, et ne sont 
applicables que sur des systeme biologiques couples a une transcription des 
genes (Broach, J.R. & Thorner, J. 1996, Nature 384 su pp. 14-16 ^ ; 
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- un test de mesure par fluorescence permettant la detection de la liaison 
d"un messager secondaire intracellulaire (le nucleotide cyclique AMPc) 
developpe par greffage d'un site de liaison du messager secondaire sur la 
proteine fluorescente verte (GFP) de m6duse Aequorea victoria (Thastnip et al. 
5 W096/23898). Ce test qui permet la daection de molecules biologiquement 
actives se limite aux analogues de messagers secondaires affectant des processus 
intracellulaires. 

Le gene codant pour une prot6ine fluorescente issue de la mdduse 
Aequorea victoria, la proteine fluorescente verte (green fluorescent protein ou 
10 GFP) (Prasher et al. 1992, Gene 111:229-233), a 6t6 r6cemment dechiffrS. La 
GFP est une proteine monom6rique. EUe acquiert ses propri6t6s de fluorescence 
par un m6canisme autocatalytique de formation du fluorbphore. L'expression, 
endogene ou h6t6rologue, de la GFP ne requiert qu'un g6ne et ne necessite 
I'addition d'aucun groupe prosth6tique. La GFP a ete exprimee de maniere 
15 h6t6rologue dans des cellules et organismes aussi divers que les bacteries, les 
levures, les cellules eucaryotes animales et vegetales. La structure de la GFP 
(Ormo'er al. 1996, Science 223:1392-1395 ; Yang et al. 1996, Namre 
Biotechnology, 14:1246-1251) permet son greffage sur d'autres polypeptides, 
soit du cote amino-terminal soit du cote carboxy terminal sans prejudice ni vis- 
20 a-vis de son taux d'expression, ni vis-a-vis de la formation du fluorophore. La 
GFP a ainsi pu etre couplee, par fusion de genes, a des prot6ines solubles ou 
membranaires. Enfin, les codons contenus dans le gene naturel ont ete 
remplaces par les codons pr6f6r6s des organismes botes (EGFP [Cormack et al. 
1996, Gene 172:33-38] par exemple, pour l'expression dans les cellules 
25 eucaryotes animales) et diverses mutations permettent de modifier ses spectres 
d'absorption et d'6mission de lumiere et rerident possible des detections 
multiples dans un systeme d' expression unique. 

L* invention a pour but notanunent la preparation de proteines cibles, 
notamment des r6cepteurs, rendu(e)s fluorescent(e)s par fusion avec une 
30 proteine fluorescente, d'une part, de leurs ligands marques, d'autre part, et leur 
utilisation pour la detection d' interactions entre les recepteurs fluorescents et 
leurs ligands marques et 1" identification de nouvelles molecules biologiquement 
actives. 

L'un des autres aspects de 1' invention est un proc6de simple a mettre en 
35 oeuvre, rapide, sensible, permettant d'effectuer des mesures quantitatives, ^ 
I'equilibre et en temps reel, d' interactions non covalentes entre une proteine 
cible et son ligand. 
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L'un des autres aspects de 1' invention est de proposer un procede 
generalisable a de nombreuses proteines cibles et a leurs ligands. 

L'un des* autres aspects de 1/ invention est de proposer un procede ne 
necessitant ni la purification de la proteine cible, ni celle du ligand. 

L'un des aspects de T invention est de proposer un procede non polluant 
puisqu'il n*utilise pas de radioactivite, economique puisqu'il utilise la lumiere 
visible (pas de quartz) sur les equipements disponibles et ne necessitant aucune 
filtration, 

L'un des autres aspects est de proposer un proc6de automatisable. 

L' invention a pour objet la construction de d'ADNc contenant une 
sdquence codant pour 

1) une proteine, notamment un recepteur, dans lequel un ou plusieurs 
acides amines sont substitues, inseres ou deletes, fiisioimee avec I'ADNc 
codant pour la GFP, ou Tun de ses mutants, dans lequel un ou plusieurs acides 
amines sont substitues, inseres ou deletes afin de maintenir la phase de lecture 
et d'obtenir un polypeptide hybride. 

L' invention a egalement pour objet des cellules contenant une sequence 
d'ADN codant pour une proteine, notamment un recepteur, dans lequel un ou 
plusieurs acides amines sont substitues, inseres ou deletes, fusionnee avec 
TADNc codant pour la GFP, ou Tun de ses mutants, dans lequel un ou 
plusieurs acides amines sont substitues, inseres ou deletes afm de maintenir la 
phase de lecture et capable d'exprimer la sequence d'ADN consideree. 

L' invention a egalement pour objet la production de ligands 
pharmacologiquement actifs contenant un groupe chimique fluorescent lie par 
une rdaction chimique dans lequel le groupe fluorescent est soit donneur 
d'6nergie pour la GFP ou Tun de ses mutants, soit accepteur d'energie de la 
GFP ou de Tun de ses mutants. 

L* invention a egalement pour objet la culture de cellules contenant 
Thybride proteine-GFP dans des conditions permettant 

1 ) r expression du polypeptide hybride , 

2) la d6tection de fluorescence de la cellule. 

L' invention a egalement pour objet T incubation de cellules exprimanl 
rhybride proteine-GFP avec le ligand fluorescent, la mesure des changements 
de fluorescence soit d'emission du donneur, soit d'emission de Taccepteur, soit 
d'excitation de I'accepteur, r6v61ant Tinteraction proteine ligand, ainsi que 
I' addition d'une molecule suspectee biologiquement active avec le ligand 
fluorescent et la mesure des alterations du signal de transfert d'energie par 
rapport a T incubation des susdites cellules avec le ligand fluorescent. 
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L'invention a 6galement pour objet la cor^truction d'ADNc eontenant une 

sequence codant pour 

1) un polypeptide, notanunent un ligand, dans lequel un ou plusieurs 
acides amines sont substitues, inseres ou deletes, fusionne avec TADNc codant 
pour la GFP, notamment son mutant S65T ou S65C, dans lequel un ou 
plusieurs acides amines sont substitues, inseres ou deletes afin de maintemr la 
phase de lecture et d'obtenir un polypeptide hybride. 

L'invention a egalement pour objet des cellules eontenant une sequence 
d-ADN codant pour un polypeptide, notamment un ligand, dans lequel un ou 
plusieurs acides amin6s sont substitues, ins6r6s ou d616tes, fusiorm6 avec 
l-ADNc codant pour la GFP, notamment son mutant S65T ou S65C, dans 
lequel un ou plusieurs acides amines sont substitues, ins6r6s ou deletes afin de 
maintenir la phase de lecture et capable d'exprimer la sequence d ADN 

consid6ree. *^„oT.t 
L-invention a 6galement pour objet la eulmre de cellules eontenant 

I'hybride ligand-GFP dans des conditions permettant 

1) I'expression du polypeptide hybride, 

2) la detection de fluorescence de la cellule, 

3) I'isolement de I'hybride ligand-GFP. 

L'invention a egalement pour objet Tincubation de cellules exprnnant 
I'hybride proteine-GFP, notamment un recepteur fusiom^e avec le mutant BFP 
(GFP Y145F Y66H) avec I'hybride ligand-GFP, notamment le mutant S651 
ou S65C de la GFP et la mesure les changements de fluorescence soit 
d'6mission du donneur (prot6ine-GFP), soit d'6mission de 1 ' accepteur (hgand- 
GFP) soit d-excitation de Taccepteur, rev61ant interaction proteine hgand et 
I'addition d'une molecule suspect6e biologiquement active avec I'hybr.de 
ligand-GFP et la mesure des alterations du signal de transfert d'energje par 
rapport a I'ineubation des cellules exprimam I'hybride proteme-GFP et 

I'hybride ligand-GFP. 

Ces diff6rents aspects sont obtenus par I'utilisat.on d une proteme 
fluorescente choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou der.vees de 
prot6ines autofluorescentes de cnidaires, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition, deletion ou substitutton 
d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants eonservent la 
propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP. ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments eonservent la propria^ de fluorescence. 
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pour la detection et la quantification d' interactions non covalentes entre une 
proteine cible marquee par la GFP ou Tun des variants ci-dessus definis ou.l'uii 
des fragments ci-dessus defihis et I'un de ses ligands marque par un marqueur 
constitue : . , 

- soit par une molecule susceptible d* absorber la lumiere emise par la 
proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 

cette detection et quantification ayant lieu par transfert d'6nergie de 
fluorescence: 

. entre la GFP ou I'un des variants d6finis ci-dessus, ou Tun des 
fragments definis ci-dessus et la susdite substance, fluorescente, la 
substance fluorestente 6tant telle que soit elle est excitable a la 
longueur d'onde d'dmission de la GFP ou de I'un des susdits 
variants, ou de Tun des susdits fragments, soit elle emet a la 
longueur d 'excitation de la GFP, ou de Tun des susdits variants, ou 
de Tun des susdits fragments, ou 

. entre la GFP ou Tun de ses variants definis ci-dessus, ou I'un des 
fragments d6finis ci-dessus, et la susdite molecule susceptible 
d' absorber la lumiere emise par la proteine fluorescente. 
L'invention a notamment pour objet I'utilisation d'une proteine 
fluorescente choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou derivees de 
proteines autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d 'extinction 
moleculaire est superieur a environ MOOOM'^cm'* et le rendement quantique de 
fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition, deletion oii substitution 
d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la 
propriety de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

pour la detection et la quantification d' interactions non covalentes entre une 
proteine cible marqu6e par voie genetique par la GFP ou I'un des variants ci- 
dessus definis ou Tun des fragments ci-dessus definis et Tun de ses ligands 
marque par un marqueur constitu6 : 

- soit par une molecule susceptible d' absorber la lumiere emise par la 
proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente. 
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cette detection et quantification ayant lieu par transfert d'energie de 
fluorescence: 

. entre la GFP ou I'un des variants definis ci-dessus, ou Tun des 
fragments definis ci-dessus et la susdite substance fluorescente, la 
substance fluorescente etant telle que soit elle est excitable a la 
longueur d'onde d'emission de la GFP ou de Tun des susdits 
vaj-iants, ou de I'un des susdits fragments, soit elle emet a la 
longueur d'excitation de la GFP, ou de Tun des susdits variants, ou 
de I'un des susdits fragments, ou 

. entre la GFP ou I'un de ses variants d6finis ci-dessus, ou I'uii des 
fragments definis ci-dessus, et la susdite molecule susceptible 
d "absorber la lumiere 6mise par la prot6ine fluorescente. 
La presente invention comporte les avantages suivants: La sensibility de la 
detection de la cible et/ou du ligand obtenue par fusion avec la proteine 
fluorescente est telle que des concentrations de I'ordre du picomolaire sont 
aisement detectables. Par le fait que la fluorescence est introduite sur la cible 
(parfois aussi sur le ligand) par manipulation gen6tique, il resulte qu'il n'est pas 
n6cessaire de disposer de la proteine que Ton souhaite rendre fluorescente, ce 
qui permet de d6tecter des proteines dont I'abondance nanirelle empeche tout 
marquage chimique par manque de quantites manipulables (proteine non isolee 
ou non isolable) de celle-ci. 

Le marquage par voie g6n6tique offre en outre deux avantages 
supplementaires, k savoir, quantite et homogen6it6. Par opposition au marquage 
chimique qui pent survenir dans certains cas de maniere partielle et inhomogene, 
la marquage par voie g6netique est quantitatif et survient a une position 
predSterminee et connue. II en r6sulte que toutes les molecules sont marqu6es et 
qu'elles sont toutes marquees de maniere identique. 

L'invention consiste a detecter des interactions non covalentes entre une 
proteine et Tun de ses ligands, par transfert d'energie de fluorescence, et a 
utiliser ce precede dans le criblage de molecules biologiquement actives, 
notamment dans le domaine des recepteurs. La proteine est rendue fluorescente 
par fiision de son ADNc avec I'ADNc codant pour la GFP, le ligand est rendu 
fluorescent soit par greffage chimique d'un groupe fluorescent, soit par fusion 
de son gene avec celui de la GFP. L'interaction entre la proteine et son ligand 
entraine des modifications du spectre de fluorescence de la GFP et/ou du 
ligand, qui peuvent etre enregistrds.en temps r6el ou a I'equilibre. 

L'interaction non covalente entre une prot6ine cible et son ligand 
correspond a la formation d'un complexe entre la proteine cible et le ligand 
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dans lequel la proteine cible et le ligand interagissent Tune avec l' autre, et som 
retrouves intacts apres suppression de 1' interaction 

Une serie de tests permettant de determiner la nature non covalente, 
specifique et saturable de T interaction est notamment decrite dans les articles 
suivants : Levitski, A. 1980, in Cellular receptors for hormones and 
neurotransmitters, Eds Schulster, D. & Levitski, A., John Wiley & Sons Ltd.; 
Horovitz, H. and Levitski. A. 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84:6654-6658; 
Receptor Biochemistry and Methodology, volume 3, Ventre, J.C. & Harrison, 
L.C. Eds, Alan R. Liss, INC, New York, 1987. 

Dans le contexte present, les termes suivants sont defmis ainsi : 

- prot6ine autofluorescente : proteine synthetique ou naturelle dans 
laquelle le chromophore se forme par une reaction autocataly tique entre des 
acides amines de la proteine sans necessiter Taddition d'un groupe prosthetique 
et dont les proprietes de fluorescence sont intrinseques au monomere, 

- .'polypeptide hybride" : indique un polypeptide qui est une fusion d*au 
moins une partie de deux proteines, dans Tinvention, a titre d'exemple au moins 
une partie de la GFP avec une partie d*une proteine cible ou une partie d'un 
ligand polypeptidique de la proteine cible, 

- "competiteur" : toute molecule se liant sur la proteine cible au meme 
site que le ligand fluorescent, 

- "substance biologiquement active" toute substance susceptible 
d'interferer avec T interaction d'un ligand fluorescent et de la proteine 
fluorescente specifique en modifiant les parametres cinetiques ou 
thermodynamiques de 1' interaction. 

On appelle ligand toute molecule qui interagit avec une autre molecule de 
maniere non covalente et reversible. 

L' expression " trans fert d'energie de fluorescence" correspond a un 
processus physique, dependant de la distance, par lequel de T^nergie est 
transmise de maniere non radiative d'un chromophore excite, le donneur, a un 
autre chromophore, I'accepteur, par interaction dipole-dipole (Forster 1951 in 
Fluoreszenz organischer Verbindung. Vandenhoek and Rupprecht, Gottingen; 
Wu and Brand 1994 Anal. Biochem, 21^:1-13; Clegg 1995, Current Opinion 
in Biotechnol. 6ll03-110). Le transfert d'energie pent etre observe soit par une 
diminution de T amplitude de remission du donneur, soit par une augmentation 
de r amplitude de T excitation et de remission de I'accepteur. 

Dans le cas de T application du transfert d'energie a des echantillons 
biologiques en interaction non covalentes, le signal de transfert ne peut pas 
persister si les conditions experimentales ne permettent pas I'interaction entre 
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le ligand fluorescent et la proteine cible ftuorescente. De meme, si Tun des 
deux partenaires interagissant n'est pas fluorescent, les eventuelles variations 
de fluorescence . observees pour 1' autre partenaire ne pourront pas etre 
attributes a un processus de transfert d'energie. 

Les termes changement ou variation de fluorescence, definis dans le 
contexte du transfert d'energie, se referent a toutes modifications de 1) 
Tamplitude du signal de fluorescence du donneur, de 2) I'amplitude du spectre 
d' excitation ou 3) T amplitude du signal d' emission du donneur. Les variations 
ou changements de fluorescence ne doivent pas etre observes si Tun des deux 
partenaires n'est pas fluorescent ou si T interaction entre les partenaires 
fluorescents est inhibee, par exemple par un exces d'un agent competiteur. 

De fapon plus precise, la reaction de transfert d'energie de fluorescence 

requiert deux groupes fluorescents, Tun appele donneur et T autre accepteur. 

Cette reaction se produit lorsque deux conditions sont reunies : 

1) le spectre d' absorption de T accepteur et le spectre d' emission du 
donneur doivent se recouvrir, au moins en partie ; le recouvrement se calcule a 
partir de donnees experimentales et d'une equation donnant une valeur en 
cm3M-l (Lakey et al 1991, J. Mol. BioL 218:639-653) ; 

2) le donneur et 1' accepteur doivent etre proches dans Tespace (de 10 a 
100 angstroms) afin que le transfert d'energie puisse avoir lieu. 

La premiere condition a pour consequence le fait que 1' excitation du 
donneur entraine alors de maniere concomitante une diminution de I'amplitude 
de remission du donneur et 1' apparition d'un signal d* emission de 1' accepteur. 
Ceci permet de d6tecter les interactions entre le donneur et T accepteur et/ou de 
mesurer leur distance. 

L' expression "proches dans I'espace" signifie que la distance entre le 
donneur et T accepteur est inferieure ou egale a 2 Ro, Ro representant le rayon 
de Forster (op.cit.) (Lakey, J.H. et al 1991, J. Mol. Biol. 21^:639-653). 

Si Taccepteur n'est pas fluorescent, mais presente un spectre d'excitation 
recouvrant au moins en partie le spectre d' emission du donneur, le transfert 
d'energie pourra etre detecte sous la forme d'une reduction d' amplitude de 
remission du donneur. 

L' invention concerne 1 'utilisation d'un ligand marque par un marqueur 
constitue : 

- soit par une molecule susceptible d' absorber la lumiere emise par la 
proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente. 
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pour la detection et la quantification d ' interactions non covalentes entre une 
proteine cible et le susdit ligand, ladite proteine cible etarit marquee par'voie 
genetique par line' proteine fiuorescente choisie parmj les proteines fluorescentes 
issues ou derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient 
d'extinction moleculaire est superieur a environ MOOOM'^cm * et le rendement 
quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie 
parmi : 

- la proteine fiuorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou substitution 
d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la 
propri6te de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propri6te de fluorescence, 

cette detection et quantification ayant lieu par transfert d'energie de 
fiuorescence: 

. entre la GFP ou Tun des variants d6finis ci-dessus, ou Tun des 
fragments definis ci-dessus et la susdite substance fiuorescente, la 
substance fiuorescente etant telle que soit elle est excitable a la 
longueur d'onde d' emission de la GFP ou de Tun des susdits 
variants, ou de Tun des susdits fragments, soit elle emet a la 
longueur d* excitation de la GFP, ou de Tun des susdits variants, ou 
de I'un des susdits fragments, ou 

. entre la GFP ou Tun de ses variants definis ci-dessus, ou I'un des 
fragments definis ci-dessus, et la susdite molecule susceptible 
d' absorber la lumiere emise par la proteine fiuorescente. 
Selon un mode de realisation avantageux, la proteine fiuorescente est 
choisie parmi : 

- la prot6ine fiuorescente verte (GFP) (Ward et al 1980, Photochem. 
Photobiol. 21:611-615 ; Chalfie 1995, Photochem. Photobiol. 62:651-656), ou 
EGFP (Heim & Tsien, Current Biology, 1996, vol. n° 6, pl78-182 ; Miyawaki 
et al.. Nature 1997, vol. 388, p882-887), 

- la proteine fiuorescente cyan (CFP ou ECFP) (Heim & Tsien, Current 
Biology, 1996, vol. n** 6, pl78-182 ; Miyawaki et al.. Nature 1997, vol. 388, 
p882-887), 

- la proteine fiuorescente jaune (YFP ou EYFP) (Cormack et al. 1995, 
Gene 173:33-38 ; Heim, Cubitt et Tsien 1995, Nature ; Ehrig et al. 1995, FEBS 
Lett. 367:163-166) (Miyawaki et al.. Nature 1997, vol, 388, p882-887), 
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- GFPUV (Crameri et al. 1996, Nature Biotechnol. 14:315-319 ; Ehrig 
et al. 1995, FEES Lett. MZ:163-166), 

ou leurs mutants dans lesquels les codons sont optimis6s pour Texpression dans 
les cellules humaines, bacteriennes ou v6getales, 

ou leurs mutants presentant des longueurs d 'excitation ou d 'emission plus 
ekv6es ou plus faibles que celles associ^es aux prot6ines defmies ci-dessus, sous 
reserve que leur coefficient d' extinction moleculaire soit superieur a environ 
UOOOM 'cm ' et leur rendement quantique de fluorescence soit superieur a 
environ 0,38. 

L'expression "codons optimises" indique la substitution de codons de la 
prot6ine sauvage par leurs homologues prefer6s de Torganisme bote, sans 
changement de code done sans changement de sequence prot6ique. 

La GFP sauvage (WT) de longueur d'onde, d'excitation et d'emission 
395/470-509 est decrite dans ref: Ward et al. 1980 Photochem. Photobiol. 
31:611-615, Chalfie 1995, Photochem. Photobiol. ^:651-656. 

La GFP UV presentant les mutations suivantes : F99S, M153T, V163A de 
longueur d'onde, d'excitation et d'emission respectivement de 395-510 est 
decrite dans Crameri et al. 1996 Nature Biotechnol. 14:315-319. ou avec la 
mutation T203I et la longueur d'onde respectivement d'excitation et d'emission 
400-512 est decrite dans Ehrig et al. 1995 FEES Lett. 162: 163-166. 

La EGFP presente les mutations suivantes : 

F64L S65T H231L 

La EYFP presente les mutations suivantes : 

S65G V68L S72A T203Y 

La ECFP presente les mutations suivantes : 

P64L S65T Y66W NI46I 

M153T V163A N212K 

Les differents mutants de GFP peuvent en outre etre optimises (par 
r introduction de mutations silencieuse optimisant 1' usage de codons specifiques 
a chaque espece) pour l'expression dans ces cellules : 

- humaines, ref Haas et al. 1996 Curr. Biol. 6:315-323; Van et al. 1996, 
Nucleic Ac. Res. 24:4592-4593; Zolotukhin et al. 1996, J. Virol. 70:4646-4654 

- bacteriennes : Crameri et al. 1996 Nature Biotechnol. 14:315-319, 
Cormack et al. 1996, Gene, 122:33-38 pour Escherichia coli, 

- v6getales: Reichel et al. 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. ^:5888-5893. 
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. GFP : 

Le terme GFP indique une proteine codee par la sequence nucleotidique 
donnee en figure 1, et qui une fois exprimee dans des . cellules ejnet une 
fluorescence. Les GFPs presentant des substitutions, additions ou deletions 
d'acides amines influenfant soit les proprietes de fluorescence, soit le taux 
d*expression de la GFP sont appeles mutants de GFP. 

On donne ci-apres les principales caracteristiques des proteines 
fluorescentes avantageusement utilisdes dans le precede de T invention : 



Prot6ine 


X-excitatipn 

maximale 


A.-6mission 


coefficient 
d' extinction 


rendement quantique 


EYFP 


514 


527 


36500 


0,63 


ECFP 


432 


480 


18000 


0,67 


GFPUV 


395 


509 


21000 


0,77 


EGFP 


489 


511 


39000 


0,66 



La prot6ine autofluorescente BFP est de preference exclue car elle ne 
repond pas aux conditions defines pour les proteines autofluorescente de 
cnidaire, a savoir coefficient d' extinction mol6culaire superieur a 14000 M" 
*cm'^ et rendement quantique de fluorescence superieur a 0,38. 

L'invention concerne egalement Tutilisation d'une proteine fluorescente 
(n° 1) telle que definie ci-dessus, dans laquelle le ligand est marque 

* soit par une substance fluorescente, le marquage etant : 

- soit effectue par voie chimique, la substance fluorescente etant alors un 
compose chimique, 

soit effectue par voie recombinante, la substance fluorescente etant 
alors un peptide ou une proteine fluorescente (n° 2), et pouvant etre notamment 
choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou derivees de proteines 
autofluorescentes de cnidaires, doht le coefficient d*extinction moleculaire est 
sup6rieur a environ 14000M*^cm"* et le rendement quantique de fluorescence est 
sup6rieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- lia proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou substitution 
d*un ou plusieurs acides aminds, sous reserve que ces variants conservent la 
propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 
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* soil par une substance non fluorescente appartenant au groupe des acides 
violets [Acid Violet 5, CAS 10130-48-0 ; Acid Violet 7, CAS 4321-69-1 ; Acid 
Violet 17, CAS 4129-84-4], acides rouges [Acid Red 1, CAS 3734-67-6 ; Acid 
Red 8, CA$ 4787-93-3 ; Acid Red 37, CAS 6360-07-2 ; Acid Red 40, CAS 
12167-45-2 ; Acid Red 106, CAS 6844-74-2 ; Acid Red 114, CAS 6459-94-5], 
les alizarines, raluminon, razocarmine B [CAS 25360-72-9], la fiischine 
basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], le Bordeaux R [Acid Red 17, CAS 5858- 
33-3], la Carmine [CAS 1390-65-4]. 

"CAS" correspond a Chemical Abstracts. 

. Marquage : 

Par marquage d'une proteine cible ou d*un ligand, on entend: 

- pour la proteine cible, la fusion de son gene ou ADNc, ou partie du 
gene ou de TADNc, avec le gene ou ADNc, ou panic du gene ou ADNc, de la 
GFP; 

- pour le ligand, il pent s'agir d'un couplage chimique entre le ligand et 
un groupe fluorescent, ou bien de la fusion de son gene ou ADNc, ou partie du 
gene ou de TADNc, avec le gene ou ADNc, ou partie du gene ou ADNc, de la 
GFP. 

L' invention concerne 1' utilisation d'une proteine fluorescente selon 
r invention dans laquelle la proteine cible et le ligand sont marques par voie 
genetique, la proteine fluorescente et la substance fluorescente etant 
respectivement choisies parmi les couples de composes suivants : 

GFPUV - EYFP 

EYFP - GFPUV 

ECFP - EYFP 

EYFP - ECFP 

ECFP - EGFP 

EGFP - ECFP 

EGFP - EYFP 

EYFP - EGFP 

et notanmient dans laquelle la proteine cible est marquee par la proteine 
EYFP ou EGFP et le ligand est marque par la proteine ECFP, ou la proteine 
cible est marquee par la proteine ECFP et le ligand est marque par la proteine 
EYFP ou EGFP. 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation d'une proteine fluorescente 
choisie parmi les protdines fluorescentes issues ou derivees de proteines 
autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d' extinction moleculaire est 
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superieur a environ MOOOM 'cm"^ et le rendement quantique de fluorescence est 
superieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

. - des variants derives de la GFP, par addition, deletion ou substitution 
d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la 
propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

pour la detection et la quantification d* interactions non covalentes entre 
une prot6irie cible marquee par la GFP ou Tun des variants ci-dessus definis ou 
Tun des fragments ci-dessus definis et I'un de ses ligands marque par une 
substance fluorescente, cette detection et quantification ayant lieu par transfert 
d'energie de fluorescence entre la GFP ou Tun des variants definis ci-dessus, ou 
Tun des fragments definis ci-dessus et la susdite substance fluorescente, la 
substance fluorescente etant telle que soit elle est excitable a la longueur d'onde 
d ' emission de la GFP ou de Tun des susdits variants, ou de Tun des susdits 
ft-agments, soit elle emet a la longueur d'onde d*excitation de la GFP, ou de Tun 
des susdits variants, ou de Tun des susdits fragments. 

Selon un mode de realisation avantageux de 1' invention, la proteine 
fluorescente est EGFP et dans laquelle : 

- soit la EGFP est donneur d'energie de fluorescence et le marqueur 
absorbant la lumiere emise par la EGFP est une substance fluorescente ou non, 
et le marqueur etant choisi parmi des substances, dont le spectre d' excitation 
chevauche le spectre d'emission de la EGFP, et notamment dans le cas ou le 
marqueur est une substance fluorescente, il est choisi parmi : le 4,4-difluoro-4- 
bora-3a,4a-diaza-s-indacene (Bodipy), Teosine, I'erythrosine, la 
tetramethylrhodamine, la sulforhodamine 101 commercialisee par Molecular 
probe sous la denomination Texas Red, et leurs d6riv6s permettant d'une part le 
greffage et, d'autre part, dont le spectre d*excitation recouvre le spectre 
d'emission de EGFP, 

et dans le cas ou le marqueur n'est pas une substance 
fluorescente, il est choisi parmi le groupe des acides violets [Acid 
Violet 5, CAS 10130-48-0 ; Acid Violet 7, CAS 4321-69-1 ; 
Acid Violet 17, CAS 4129-84-4], des acides rouges [Acid Red 1, 
CAS 3734-67-6 ; Acid Red 8, CAS 4787-93-3 ; Acid Red 37, 
CAS 6360-07-2 ; Acid Red 40, CAS 12167-45-2 ; Acid Red 106, 
CAS 6844-74-2 ; Acid Red 114, CAS 6459-94-5], les alizarines, 
I'aluminon, I'azocarmine B [CAS 25360-72-9], la fuschine 
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basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], le Bordeaux R [Acid Red 
17, CAS 5858-33-3], la Carmine [CAS 1390-65-4], 

- soit la. EGFP est accepteur d'energie de fluorescence et la substance 
fluorescente est donneur d'energie de fluorescence' et est choisie p^rml des 
substances, dont le spectre d'emission chevauche le spectre d'excitation de la 
EGFP. et notamment parmi : les coumarines. la fluorescamine. le 6-(N- 
m6thylanilino)naphtalene, (mansyl) et leurs derives permettent d'une part le 
greffage et, d'autre part, dont le spectre d'emission recouvre le spectre 

d' excitation de EGFP, 

- ou soit la prot6ine fluorescente est ECFP et est donneur d'6nergie de 
fluorescence et la substance fluorescente est accepteur d'energie et est choisi 
parmi la fluoresceine et le 7-nitrobenz-2-oxa-l,3-diazole, 

- ou soit la proteine fluorescente est ECFP et est accepteur d'energie de 
fluorescence et la substance fluorescente est donneur d'energie et est choisie 
parmi le pyrene ou la coumarine ou leurs derives permettant d'une part le 
greffage, et, d'autre part, dont le spectre d'emission chevauche le spectre 

d'excitation de la ECFP. 

S'agissant de la prot6ine cible, elle peut etre choisie parmi : 

- les recepteurs membranaires couples a la proteine G, notamment dans 
Supplement Trends in Pharmacological Sciences, 1997 {Receptor and ion 

Channel Nomenclature), 

- les recepteurs des facteurs de croissance. notamment ceux qui sont 
structurellement reli6s au r6cepteur de I'insuline (Yarden. Y. and Ullrich, A. 
1988, Biochemistry 22:3113-3119) ou au recepteur de l'interf6ron y (Brisco, J. 
etal. 1996, Phylos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 211:167-171 ; Ihle, J.N. 
1995, Nature 222:591-594), 

- les recepteurs canaux, notamment dans Supplement Trends m 
Pharmacological Sciences, 1997 (Receptor and ion Channel Nomenclature), 

- les r6cepteurs nucl6aires intracellulaires, notamment ceux qui sont 
strucmrellement reli6s au recepteur des steroides (Mangelsdorf et al. 1995, Cell, 
S2:835-839 ; Wurtz, J.L. et al. 1996, Nature Struct. Biol. 3.206). 

Selon un mode de realisation avantageux, la proteine cible est choisie 
parmi les recepteurs membranaires couples a la proteine G. 

Dans ce qui precede et ce qui suit, on designe par "r6cepteur- toute 
35 molecule de namre proteique susceptible d'entrer en interaction non covalente 
avec un agent pharmacologique. Pr6ferentiellement dans I'invention un 
recepteur de neurotransmetteur, d'hormones, de facteur de croissance etc... 
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capable de produire, apres interaction avec un ligand pharmacologique, une 
reponse de transduction de signal mesurable in vivo et/ou in vitro. 

Par reponse de transduction de signal, on designe toute reponse, ou 
inhibition d,e reponse, mesurable in vivo et/ou in vitro, resultant de 1' interaction 
d*un recepteur avec ses agent pharmacologiques specifiques et conduisant a des 
activations, ou inhibitions, du metabolisme cellulaire par effet sur des messagers 
secondaires, des enzymes, ou des courants ioniques. 

S'agissant de la reponse de transduction de signal pour les recepteurs 
couples aux proteines G, le test general consiste a determiner 1' activation de la 
proteine G par mesure de la fixation de GTP (Befort et al. 1996 Neurochem. 
Res. 11:1301-1307). D*autres mesures plus specifiques font par exemple 
intervenir des determinations de concentrations intracellulaires d'AMPc, 
d* inositol phosphates, de calcium, des mesures d' activation de la transcription 
de genes ou d*activite oncogenique, suivant le type de couplage specifique du 
r6cepteur considere. 

Pour les r6cepteurs-canaux, les mesures les plus directes sont des 
determinations de courants ioniques (Hille, B. 1992 in Ion channels of excitable 
membranes, Sinauer Associates, Sunderlands, Massachussets). D*autres mesures 
peuvent, par exemple, faire intervenir des determination des transcription de 
genes ou des activations d' enzymes. 

Pour les recepteurs de facteurs de croissance, les tests generaux sont ceux 
de la proliferation, de differentiation ou de la survie cellulaire, frequemment 
aussi des tests de phosphorylations de substrats specifiques (Honneger et aL 
1988, EMBO J. 7:3053-3060) de chaque recepteur et reperage par des anticorps 
specifiques de phosphoaminoacides. 

Pour les recepteurs nucleaires, les tests de transduction de signal sont ceux 
de la transcription de genes dans lesquels des genes rapporteurs 
"chromogeniques" sont places sous le controle de promoteurs specifiques des 
voies de transduction du r6cepteur etudie. 

A litre d*exemples de recepteurs membranaires couples aux proteines G, 
on pent citer les recepteurs de purines et nucleotides, des amines biogeniques 
des peptides et prot6ines, des eicosanoides, des lipides et derives, des acides 
amines excitateurs et des iohs, des molecules olfactives ainsi que les recepteurs 
orphelins (ci-apres une liste assez exhaustive). 

A titre d* exemple de recepteurs de facteurs de croissance, on pent citer les 
cytokines, le facteur de croissance epidermique, Tinsuline, le facteur de 
croissance deriv6 des plaquettes, le facteur de croissance de transformation: 
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A titre de recepteurs canaux, on peut citer notamment les recepteurs de 
TATP, de la serotonine, du GABA, de la glycine, de 1' acetylcholine, du 
glutamate. 

A titre d'exemple de recepteurs nucleaires, on peut citer notamment les 
recepteurs des hormones thyroidiennes. des oestrogenes, des glucocorticoYdes, 
des r6tinoi*des. 

A titre de ligands des recepteurs couples a la proteine G on peut citer : 

• Purines et Nucleotides 
. Adenosine 
. cAMP 
.ATP 
. UTP 
. ADP 

• Amines Biogeniques (et ligands naturels relies) 
. 5-hydroxytryptamine 
. Acetylcholine 
. Dopamine 
. Adrenaline 
. Histamine 
. M61atonine 
, Noradrenaline 
. Tyramine/Octopamine 
. autres composes relies 

• Peptides 

. Hormone adrenocorticotrophique (ACTH) 
. Hormone stimulatrice de melanocyte (MSH) 
30 . Melanocortines 

. Neurotensine (NT) 
.Bombesine et peptides voisins 
. Endothelines 
. Cholecystokinine 
35 . Gastrine 

. Neurokinine B (NKB) 

. R6cepteur des tachykinines 

. Substance K (NKA) 
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. Substance P (SP) 
. Neuropeptide Y (NPY) 
. Facteur de liberation de la thyrotropine 
. Nociceptine 
. Bradykinine 
. Angiotensine II 
. Beta-endorphine 
. C5a anaphalatoxine 
. Calcitonine 

. Chemokines (egalement appeles intercrines) 
. Facteur de liberation corticotrophique (CRF) 
. Dynorphine 
. Endorphine 
. Peptides formyles 
. Follitropine (FSH) 
. Pheromones de maturation fongique 
. Galanine 

. Recepteur du polypeptide inhibiteur gastrique (GIP) 
. Peptides analogues du glucagon (GLPs) 
20 . Glucagon 

. Hormone de liberation de gonadotropine (GmRH) 
. Hormone de liberation de T hormone de croissance (GHRM) 
. Hormone diuretique d'insecte 
. Interleukine 
25 . Leutropine (LH/HCG) 

. MET -enkephaline 
. Peptides opioides 
. Oxytocine 

. Hormone parathyroide (PTH) et (PTHrP) 
30 . Peptides activant I'adenyl cyclase pituitaire (PA CAP) 

. Secretine 

. Somatostatine 

. Thrombine 

. Thyrotropine (TSH) 
35 . Peptide instestinal vasoactif (VIP) 

. Vasopressine 

. Vasotocine 
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• Eicosanoides 

. IP - Prostacyclines 
, PG - Prostaglandines 
. TX -.Thromboxanes 

• Composes a base de retinal 
. 11-cis retinal de vertebre 

. 11-cis retinal d'invert6br6 

• Lipides et composes a bases de lipides 
. Cannabinoides 

. Anandamide 

. Acide lysophosphatidique 

. Facteur d' activation des plaquettes 

. Leukotrienes 

• Amino acides excitateurs et ions 
. Ion Calcium 

. Glutamate 

• Recepteurs orphelins 
. Recepteurs olfactifs 

Le ligand peut etre soit un agoniste, soit un antagoniste. 

Par "agoniste", on entend toute molecule mimant I'effet du ligand 
endogene naturel, par exemple le neurotransmetteur, le facteur de croissance, 
r hormone. 

Par "antagoniste", on entend toute molecule inhibant Teffet de T agoniste 
en se liant sur la meme proteine cible que ce dernier. 

L' invention concerne un proced6 de detection et de quantification 
d' interactions non covalentes entre une proteine cible, notamment un recepteur, 
et Tun de ses ligands, caract6rise en ce que : 

- on prepare des cellules soit des fragments de cellules contenant une 
sequence d'ADN comprenant le gene codant pour une proteine fluorescente 
fusionnee avec le gene de la proteine cible, la fusion entre le gene de la proteine 
fluorescente et le gene de la susdite proteine cible etant telle que les proprietes 
de la proteine cible, notamment du recepteur, ne sont pas modifiees par la 
presence de la proteine fluorescente, a savoir : 
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* r interaction entre la proteine cible, notamment le recepteur, et le 
ligand n'est pas modifiee, 

* lla fbnction de transduction de la repqnse n'est pas modifiee, la 
proteine fluorescente etant choisie parmi les proteines 
fluorescentes issues ou derivees de proteines autofluorescentes de 
cnidaires, dont le coefficient d' extinction moleculaire est 
superieur a environ MOOOM 'cm*^ et le rendement quantique de 
fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie 
parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou substitution 
d'un ou plusieu^s acides amines, sous reserve que ces variants conservent la 
propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

- on met en presence les susdites cellules ou les susdits fragments de 
cellules avec un ligand de la susdite proteine cible, notamment du susdit 
recepteur, marqu6 par un marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d 'absorber la lumiere emise par la 
proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 

et soit la proteine fluorescente etant donneur d'energie de fluorescence et 
le marqueur etant accepteur d'energie de fluorescence, ou soit la proteine 
fluorescente etant accepteur d'energie de fluorescence et le marqueur etant une 
substance fluorescente donneur d'energie de fluorescence, et 

- on irradie a une longueur d'onde permettant soit d' exciter la proteine 
fluorescente, soit d' exciter la substance fluorescente, 

- les susdites etapes de mise en presence et d* irradiation pouvant etre 
effectuees soit simultan6ment, soit Tune apres Tautre, ou 

- on met en presence les susdites cellules ou les susdits fragments de 
cellules avec un ligand de la susdite prot6ine, notamment du susdit r6cepteur, 
marque par un marqueur, les cellules ou le ligand ayant ete irradies 
pr6alablement a leur mise en presence, 

- on detecte soit une diminution d'amplitude de remission du donneur 
et/ou un signal d*6mission caracteristique de remission de Taccepteur. 

. Cellules, fragments et proteine purifiee : 
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Par cellule, on entend toute cellule eucaryote ou procaryote, animale ou 
vegetale dans laquelle on introduit le gene codant pour une proteine de fusion 
entre un recepteur (decrits) et la GFP ou ses mutants ou fragments. 

Par fragment de cellule, on entend toute fraction, membranaire ou non 
membranaire, obtenue a partir des cellules et contenant la proteine de fusion 
recepteur-GFP. 

Par proteine purifi6e, on entend proteine de fusion partiellement ou 
totalement purifiee. 

Seldn un mode de realisation avantageux, le proced6 utilise TADNc du 
variant EGFP de la proteine de fluorescence verte fusionnee a un recepteur en 
association avec un ligand dudit recepteur marque par le Bodipy 530-550. Le 
systeme d'expression prefere est la cellule maramifere ou la levure. 

L' invention a egalement pour objet un procede de detection et de 
quantification d' interactions non covalentes entre une proteine cible, notamment 
un r6cepteur, et Tun de ses ligands, caracterise en ce que : 

- on prepare une proteine fluorescente fusionnee avec une proteine cible 
dont on veut determiner T interaction proteine-ligand, la fusion entre la proteine 
fluorescente et la susdite proteine cible etant telle que les proprietes de la 
proteine, notamment du recepteur, ne sont pas modifiees par la presence de la 
proteine fluorescente, a savoir : 

* r interaction entre la prot6ine cible, notamment le recepteur, et le 
ligand n'est pas modifiee, 

* la fonction de transduction de la reponse n'est pas modifiee, 

la prot6ine fluorescente 6tant choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou 
derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient 
d' extinction mol6culaire est superieur a environ MOOOM'^cm'^ et le rendement 
quantique de fluorescence est sup6rieur a environ 0,38, notamment choisie 
parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou substitution 
d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la 
propri6t6 de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

- on met en presence la susdite proteine fluorescente fusionnee avec la 
proteine cible avec un ligand de la susdite proteine, notamment du susdit 
recepteur, ce ligand etant marque par un marqueur constitue : 
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- soit par une molecule susceptible d 'absorber la lumiere emise par la 
proteine fluorescente, 

- soit par uhe substance fluorescente, 

et soit.. la proteine fluorescente etant donneur d'energie de fluorescence et 
le marqueur etant accepteur d'energie de fluorescence, ou soit la proteine 
fluorescente etant accepteur d'energie de fluorescence et le marqueur est une 
substance fluorescente donneur d*energie de fluorescence, et 

- on irradie a une longueur d'onde permettant soit d' exciter la proteine 
fluorescente, soit d 'exciter la substance fluorescente, 

- les susdites etapes de mise en presence et d' irradiation pouvant etre 
effectuees soit simultanement, soit Tune apres I'autre, ou 

- on met en presence la susdite proteine fluorescente fusionnee avec la 
proteine cible avec un ligand de la susdite proteine, notamment du susdit 
recepteur, ce ligand etant marque par un marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d'absorber la lumiere 6mise par la 
proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 

la proteine fluorescente fusionnee avec la proteine cible ou le ligand ayant 
€i€ irradies prealablement a leur mise en presence, 

- on detecte soit une diminution d' amplitude de remission du donneur 
et/ou un signal d' emission caracteristique d' emission de T accepteur. 

La proteine cible et notamment le recepteur modifie par fusion avec la 
GFP devra, outre exhiber la fluorescence de la GFP, conserver des proprietes 
pharmacologiques compatibles avec sa definition de recepteur specifique des 
composes le caracterisant. En particulier, il devra pouvoir lier les meme ligands 
que le r6cepteur sauvage. 

Dans le proced6 de T invention, la mise en presence de la proteine 
fluorescente fusionn6e avec la prot6ine cible et du ligand, ou de cellules ou 
fi-agments de cellules (contenant la susdite prot6ine fluorescente fusionnee avec 
la proteine cible) et du ligand conduit a un melange. 

Le melange peut etre effectue dans n'importe quel ordre d' addition. 
L*ordre pref6rentiel sera T addition de ligand fluorescent a une solution de 
cellules ou de proteine, si la GFP est donneur, T inverse si la GFP est accepteur. 

Le m61ange peut etre effectu6 dans un appareil de melange rapide combine 
a un systeme de detection de fluorescence pour avoir acces a des mesures en 
temps reel de T interaction recepteur ligand et de ses alterations par des 
moldcules biologiquement actives. 

. Introduction d'ADN dans les cellules : 
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. Les cellules animales, veg6tales, d'insectes, les levures, les bact6ries ou 
les champignons constituant le systeme d'expression choisi pourront soit tae 
transfectees, transform6es, electroporees,, ou infect6es, de maniere stable ou 
transitoire selon les protocoles decrits dans les manuels de laboratoire, par 
exemple Current Protocols in Molecular Biology, eds Ausabel et ah, John 
Wiley and sons. 

L' invention a egalement pour objet un proc6d6 dans lequel on introduit 
une etape sUppl6mentaire : 

- avant ou aprfes, ou simultan6ment a 1' etape de mise en presence de la 
proteine fluorescente fusionnee avec la proteine cible et d'un ligand de la susdite 
prot6ine, ce ligand 6tant marqu6 par un marqueur, ou 

- avant, ou apres, ou simultanement a 1' etape de mise en presence de 
cellules ou de fragments de cellules et d'un ligand de la susdite proteine, marqu6 
par un marqueur, 

cette etape supplementaire consistant : 

- soit a mettre la susdite proteine fluorescente fusionnee avec la proteine 
cible en presence du susdit ligand non marqu6 et simultanement du susdit ligand 
marqu6, 

- soit a mettre en pr6sence les susdites cellules ou les susdits fragments 
de cellules en presence simultan6e du susdit ligand non marque et du susdit 
ligand marqu6, 

- on d6tecte soit une diminution d' amplitude de remission du donneur 
et/ou un signal d'6mission caracteristique de remission de I'accepteur, 
respectivement dans le cas de I'utilisation du ligand marqu6 et dans le cas de 
r utilisation simultanee du ligand marqu6 et du ligand non marque, 

- et on compare soit les diminutions d'amplimde de remission du 
donneur respectivement obtenues et/ou les signaux d'6mission caract6ristiques 
de remission de I'accepteur respectivement obtenus. 

Dans ce cas, il y a competition entre le ligand marque et le ligand non 
marque, vis a vis de la proteine cible. L'interet d'un tel precede est de pouvoir 
etre adapte sur des automates pour identifier de nouvelles molecules capables 
d'interagir avec la proteine cible et se comportant soit comme agoniste soit 
comme antagoniste vis-a-vis de la reponse biologique. L'analyse, a diff6rentes 
concentrations de la molecule non marquee, de 1' inhibition de 1' interaction entre 
la proteine cible et son ligand fluorescent permet par ailleurs de determiner les 
param^tres d'affmit6 de la molecule non marquee pour la prot6ine cible. 
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L* invention a egalement pour objet un proc6d6, dans lequel la proteine 
fluorescente est EGFP et dans lequel : 

- soit la EGFP est donneur d'energie de fluorescence et le marqueur est 
accepteur d'energie de fluorescence et est choisie parmi des substances, dont le 
spectre d'excitation chevauche le spectre d'emission de la EGFP, et notamment 
dans le cas oil le marqueur est une substance fluorescente, il est choisi parmi : le 
4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (Bodipy), I'eosine, Terythrosine, la 
tetramethylrhodamine, la sulforhodamine 101 conmiercialisee par Molecular 
probe sous la denomination Texas Red, et leurs derives permettent d'une part le 
greffage et, d*autre part, dont le spectre d*excitation recouvre le spectre 
d'emission de EGFP, 

et dans le cas ou le marqueur n'est pas une substance fluorescente, 
il est choisi parmi le groupe des acides violets [Acid Violet 5, CAS 
10130-48-0 ; Acid Violet 7, CAS 4321-69-1 ; Acid Violet 17, CAS 
4129-84-4], acides rouges [Acid Red 1, CAS 3734-67-6 ; Acid Red 
8, CAS 4787-93-3 ; Acid Red 37, CAS 6360-07-2 ; Acid Red 40, 
CAS 12167-45-2 ; Acid Red 106, CAS 6844-74-2 ; Acid Red 114, 
CAS 6459-94-5], les alizarines, Taluminon, Tazocarmine B [CAS 
25360-72-9], la fuschine basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], le 
Bordeaux R [Acid Red 17, CAS 5858-33-3], la Carmine [CAS 
1390-65-4], 

- soit la EGFP est accepteur d'energie de fluorescence et la substance 
fluorescente est donneur d'energie de fluorescence et est choisie parmi des 
substances, dont le spectre d'emission chevauche le spectre d' excitation de la 
EGFP, et notamment parmi : les coumarines, la fluorescamine, le 6-(N- 
methylanilino)naphtalene, (mansyl) et leurs derives permettent d'une part le 
greffage et, d'autre part, dont le spectre d'emission recouvre le spectre 
d' excitation de EGFP. 

L' invention a 6galement pour objet un procedfe dans lequel la proteine dont 
on veut d6terminer T interaction proteine-ligand est choisie parmi: 

- les r6cepteurs membranaires couples a la proteine G, notamment dans 
Supplement Trends in Pharmacological Sciences, 1997 {Receptor and ion 
Channel Nomenclature)^ 

- les r6cepteurs des facteurs de croissance, notamment ceux qui sont 
structurellement relies au recepteur de Tinsuline (Yarden, Y. and Ullrich, A. 
1988, Biochemistry 22:3113-3119) ou au recepteur de Tinterferon y (Brisco, J. 
etaL 1996, Phylos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 351:167-171 ; Ihle, J.N. 
1995, Nature 217:591-594), 
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- les r6cepleurs canaux, notamment dans Supplement Trends in 
Pharmacological Sciences, 1997 {Receptor and ion Channel Nomenclature), 

' les retepteurs nucleaires intracellulaires, notamment ceux qui sont 
structurellement relies au recepteur des steroides (Mangelsdorf aL 1995, Cell, 
83:835-839 ; Wurtz, J.L. et aL 1996, Nature Struct. BipL 2:206). 

invention a egalement pour objet un proc6de dans lequel la proteine 
fluorescente est la EGFP et la substance marquee est le Bodipy et dans lequel on 
detecte soit la diminution d'amplitude d'6mission de la EGFP, soit le signal 
d*emission du Bodipy resultant du transfert d'energie, la longueur d*onde 
d' irradiation correspondant a la longueur d'onde d* excitation de la EGFP. 

L* invention a egalement pour objet un procede dans lequel la prot6ine 
fluorescente est la EGFP et la substance marquee est une coumarine et dans 
lequel on detecte soit la diminution d' amplitude de la coumarine, soit le signal 
d' emission de la EGFP resultant du transfert d'energie, la longueur d'onde 
d' irradiation correspondant a la longueur d'onde d' excitation de la coumarine. 

L' invention concerne egalement un procede dans lequel la proteine 
fluorescente est fusionnee du c6t6 N-terminal et la proteine cible, notamment le 
recepteur, est fusionne du cote C-terminal. 

L' invention concerne egalement un procede dans lequel la proteine 
fluorescente est fusionnee du c6t6 C-terminal et la proteine cible, notamment le 
recepteur, est fusionn6 du c6t6 N-terminal. 

invention a egalement pour objet un proc6de dans lequel la proteine 
fluorescente est inseree dans la proteine cible a un endroit ne correspondant pas 
a un site de liaison proteine cible-ligand, notamment dans le cas des recepteurs 
couples a la proteine G, cette insertion ayant lieu dans la premiere ou la 
troisieme boucle intracellulaire du recepteur, sous reserve que T insertion ne 
detruise ni les propriet6s du recepteur, ni la fluorescence de la prot6ine 
fluorescente. 

invention concerne egalement un procede dans lequel les cellules sont 
des cellules de mammiferes, notamment les cellules HEK 293 adherentes ou en 
suspension, cellules CHO, cellules COS, lignees lymphocytaires, fibroblastes, 
etc., ou des cellules de levure, notamment pichia telle que pichia pastoris, 
saccharomyces telle que saccharomyces cerevisia, saccharomyces kluyveri, 
Hansenula telle que hansenula polymorpha, ou des cellules d'insectes infectees 
par un virus tel que baculovirus, notamment cellules TNI ou sf9, ou des 
champignons, notamment les souches de Aspergillus (A. oryzae. A, nidulans, A. 
niger), Neurospora, Fusarium^ Trichoderma, 
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L 'utilisation de Aspergillus pour 1* expression de protfeines est decrite dans 
EP 0,272,277 ou EP 0,230,023 ou EP 0,184,438, ou des cellules de plahtes, 
noiaimntnt Arabidopsis (A. thaliana), ou des protoplastes de citrange (Citrus 
sinensis) est decrite dans Haseloff, J. and Amos. B. 1995, Trends in Genetics 
11:328^329. 

S'agissant de la lignee cellulaire utilisee, elle depend du recepteur; il est 
en effet souhai table de choisir une lignee n'exprimant pas deja de maniere 
naturelle le recepteur choisi. 

L' invention a egalement pour objet un precede dans iequel un signal est 
detectable, dans un appareil de fluorimetrie conventionnel ou dans un appareil 
de melange rapide equipe d'un systeme de detection de fluorescence, apres 
melange du donneur at de Taccepteur et peut etre aboli par 1' addition d'une 
substance non fluorescente de meme specificite pharmacologique, et notamment 
dans Iequel le rapport signal/bruit est superieur a environ 2. 

Pour fixer les idees et a titre d'exemple, le rapport signal/bruit est 
d* environ 100 avec le couple BODIPY-EGFP sur I'equipement utilise (decrit 
dans les exemples) et avec le r6cepteur de la substance qu'on designera par 
NK2R marquee par la EGFP (NK2R-EGFP) et son ligand, la substance K 
(NKA) marquee par le BODIPY (NKA-BO). 

Concernant le signal et le rapport signal sur bruit, il peut etre defini 
comme suit : 

Si le melange du donneur et de I'accepteur est accompagne d'un 
changement de fluorescence, soit du donneur, soit de I'accepteur, ce 
changement doit etre inhibe et renverse par une substance non fluorescente (de 
meme specificite pharmacologique) et qui de plus definit la specificite du 
phenomene pharmacologique observe. Pour certaines applications (reponse de 
type oui-non) un faible rapport signal sur bruit peut suffire. 

S'agissant de la proteine cible, il est possible de faire des mesures avec 
des cellules entieres (contenant I'ADN codant pour la proteine cible), des 
ft^agments de cellules (membranes pour des recepteurs membranaires) des 
echantillons de prot6ines cibles solubilis6s (recepteurs membranaires) ou purifies 
(cf. exemples). 

L'invention a 6galement pour objet I'utilisation d*un proteine fluorescente 
choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou d6rivees de proteines 
autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d' extinction moleculaire est 
sup6rieur a environ 14000M'^cm"^ et le rendement quantique de fluorescence est 
superieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 
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- des variants derives de la GFP, par addition, delation ou substitution 
d*un ou plusieurs acides amines, sous r6serve que ces variants conservent la 
propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

pour la detection et la quantification d' interactions non covalentes entre 
une proteine • cible constituee par un recepteur couple aux proteines G et une 
proteine G, en vue d' identifier les molecules biologiquement actives vis-a-vis du 
recepteur, susceptibles de former une interaction non covalente reversible avec 
ledit recepteur, ledit recepteur etant marque par voie genetique par la proteine 
fluorescente et la proteine G etant marquee par un marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d' absorber la lumiere 6mise par la 
proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente pouvant etre notamment choisie 
parmi les proteines fluorescentes issues ou d6riv6es de proteines 
autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d'extinction moleculaire est 
superieur a environ 14000M"'cm"^ et le rendement quantique de fluorescence est 
super ieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , delation ou substitution 
d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la 
propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

cette detection et quantification ay ant lieu par trans fert d'energie de 
fluorescence entre le recepteur marque par la GFP ou Tun de ses 
variants defmis ci-dessus, ou I'un des fragments definis ci-dessus et 
la susdite substance fluorescente, la substance fluorescente etant telle 
que soit elle est excitable a la longueur d'onde d' emission de la GFP 
ou de Tun des susdits variants, ou de Tun des susdits fragments, soit 
elle emet a la longueur d'excitation de la GFP, ou de Tun des susdits 
variants, ou de Tun des susdits fragments, ou 

entre la GFP ou Tun de ses variants definis ci-dessus, ou Tun des 
fragments definis ci-dessus, et la susdite mol6cule susceptible 
d' absorber la lumiere emise par la proteine fluorescente. 
L' invention a 6galement pour objet Tutilisation d'une proteine G marquee 
par un marqueur constitue: 



wo 98/55873 



27 



PCT/FR98/01136 



- soit par une molecule susceptible d 'absorber la lumiere emise par la 
proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente pouvant etre notamment choisie 
parmi les proteines fluorescentes issues ou derivees de proteines 
autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d' extinction moleculaire est 
superieur a environ 14000M'*cm"^ et le rendement quantique de fluorescence est 
super ieur a eliviron 0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou substitution 
d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la 
prppriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
rdserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

pour la detection et la quantification d' interactions non covalenies entre 
une proteine cible constituee par un recepteur couple aux proteines G et la 
susdite prot6ine G, en vue d* identifier les molecules biologiquement actives vis- 
a-vis du recepteur, susceptibles de former une interaction non covalente 
reversible avec ledit recepteur, ledit recepteur etant marque par voie genetique 
par une proteine fluorescente choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou 
derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires dont le coefficient 
d*extinction moleculaire est superieur a environ 14000M"^cm'^ et le rendement 
quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie 
parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition, deletion ou substitution 
d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la 
propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

cette detection et quantification ayant lieu par transfert d'6nergie de 
fluorescence: 

entre la GFP ou Tun des variants definis ci-dessus, ou I'un des 
fragments definis ci-dessus et la susdite substance fluorescente, la substance 
fluorescente 6tant telle que soit elle est excitable a la longueur d'onde 
d'emission de la GFP ou de Tun des susdits variants, ou de Tun des susdits 
fragments, soit elle 6met a la longueur d*excitation de la GFP, ou de Tun des 
susdits variants, ou de Tun des susdits fragments, ou 
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entre la GFP ou I'un de ses variants definis ci-dessus, ou I'un des 
fragments definis ci-dessus, et la susdite molecule susceptible 
d" absorber la lumiere emise par la proteine fluorescente. 
Selon un mode de realisation avantageux du proced6 de 1' invention, la 
5 proteine fluorescente est choisie parmi EGFP, ECFP. EYFP, ou leurs mutants 
pour lesquels le coefficient d'extinction mol6culaire est sup6rieur a environ 
14000 M 'cm ' et le rendement quantique est superieur a environ 0,38- 

Selon un mode de realisation avantageux le r6cepteur est choisi parmi : 

- les recepteurs coupl6s aux prot6ines G, notamment ceux d6crits dans 
10 Supplement Trends in Pharmacological Sciences. 1997 {Receptor and ion 

Channel Nomenclature), 

- les sequences codant pour des r6cepteurs couples aux proteines G 
putatifs dont les mol6cules biologiquement actives vis-a-vis d'eux-mSmes sont a 
identifier, notamment choisies parmi les sequences de recepteur orphelins 

15 disponibles dans les banques de sequence Genbank. EMBL et banques affiliees. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, la proteine G est choisie 
parmi les proteines G decrites dans Journal of Receptor Research, vol 13, ppl9- 
26, 1993 ou Angewandte Chemie, ed. Engl, vol 34, ppl406-1419, 1995. 

L" invention concerne egalement un procede de detection et de 

20 quantification d' interactions non covalentes entre une prot6ine cible constitu6e 
par un r6cepteur couple aux proteines G et une prot6ine G, en vue d'identifier 
les molecules biologiquement actives vis-a-vis du recepteur, susceptibles de 
former une interaction non covalente reversible avec ledit r6cepteur , caracterise 
en ce que : 

25 - on prepare des cellules soit des fragments de cellules exprimant une 

sequence d'ADN comprenant le gene codant pour une proteine fluorescente 
fiisionn6e avec le gene du recepteur coupl6 aux proteines G, la fusion entre le 
gbnc de la prot6ine fluorescente et le gfene du susdit r6cepteur etant telle que les 
propri6t6s du r6cepteur ne sont pas modifi6es par la presence de la proteine 

30 fluorescente. k savoir : 

* I'interaction entre le recepteur et la proteine G n'est pas modifiee, 

* 1' interaction entre le recepteur et la molecule biologiquement active 
n'est pas modifiee, 

* la fonction de transduction de la reponse n'est pas modifiee, 

35 la proteine fluorescente etant choisie parmi les prot6ines fluorescentes 

issues ou derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires dont le 
coefficient d'extinction moleculaire est sup6rieur a environ UOOOM' 
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*cm"^ et le rendement quantique de fluorescence est superieur a 
environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

. - des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou substitution 
5 d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la 
propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 
reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

la proteine G etant marquee par un marqueur constitue : 
10 - soit par une molecule susceptible d* absorber la lumiere emise par la 

proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 

- la proteine fluorescente et le susdit marqueur 6tant tels qu'ils peuvent 
transferer I'Snergie de Tun a Tautre, la proteine fluorescente pouvant etre 

15 donneur d'energie ou le susdit marqueur pouvant etre donneur d'energie, 

r interaction entre le recepteur marque par la proteine fluorescente et la 
proteine G marquee par un marqueur susdefini etant d6tectee par transfert 
d'energie de fluorescence. 

L' invention concerne egalement un procede d* identification et 

20 eventuellement de quantification d' interactions entre un recepteur et une 
molecule non fluorescente biologiquement active vis-a-vis dudit recepteur, 
susceptibles de former une interaction non covalente reversible avec ledit 
recepteur, par mise en cEuvre du procede defini ci-dessus, dans lequel une 
molecule non fluorescente biologiquement active est ajoutee a des cellules, ou 

25 fragments de cellules, exprimant TADN codant pour le recepteur marque par la 
proteine fluorescente et pour la proteine G marquee par le marqueur, caracterise 
en ce que : 

- une mol6cule non fluorescente biologiquement active et agoniste 
declenche une transduction de signal d6tect6e par variation de transfert d'energie 

30 entre le recepteur marque par la proteine fluorescente et la prot6ine G marqu6e 
par le marqueiir ; 

- une mol6cule non fluorescente biologiquement active antagoniste inhibe 
la transduction de signal provoquee par un agoniste et detectee par variation de 
transfert d'energie de fluorescence entre le recepteur marqu6 par la proteine 

35 fluorescente et la proteine G marquee par le marqueur. 

L' invention a pour objet des cellules ou fragment de cellules contenant une 
sequence d'ADN comprenant le gene codant pour une proteine fluorescente 
fiisiormee avec le gene d'une proteine cible, la protdine fluorescente etant 
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choisie parmi les prot6ines fluorescentes issues ou derivees de proteines 
autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d'extinction moleculaire est 
superieur a environ HOOOM-'cm 'et le rendement quantique de fluorescence est 
superieur a environ 0,38, la fusion entre le gene de la proteine fluorescente et le 
5 gene de la susdite proteine cible etant telle que 

' * les proprietes de la prot6ine cible ne sont pas modifiees par la 
presente de la proteine fluorescente, a savoir 

* I'interaction entre la prot6ine cible et le ligand n'est pas modifiee, 

* la fonction de transduction de la reponse n'est pas modifiee, 

10 sous reserve que : 

* lorsque la prot6ine cible est le recepteur des glucocorticoides de 
raf fusionne en N-terminal avec successivenient une s6quence de 
purification comportant 6 histidines, un Epitope hfemaglutinine et 
une proteine fluorescente et est exprimee dans la lignee cellulaire 
1471.1 (Htun et al. 1996, PNAS 22:4845-4850), la proteine 
fluorescente est diff6rente de la GFP (768 paires de bases du 
plasmide TU65 avec la mutation S65T)(Chalfie et al. 1994, 
Science 263:802-805, avec la mutation S65T), 
lorsque la proteine cible est le recepteur humain des 
glucocorticoides tronque de ses 131 premiers amino acides, 
fusionne en C-terminal d'une proteine fluorescente dans les sites 
Sal I et BamH I et est exprimee dans les cellules Cos-1 (Ogawa et 
al. 1995, PNAS 22:11899-11903), ladite proteine fluorescente est 
differente de la GFP telle que decrite dans I'article de Inouye S. 
et Tsuji, F. I., 1994, Febs Letters, Ml:277-280, 
lorsque la proteine cible est la sous-unite NMDA Rl de rat 
exprim6 dans les cellules HEK 293 (selon Marshall et al. 1995, 
Neuron 14:211-215) fusionn6e en C-terminal avec une proteine 
fluorescente, la prot6ine fluorescente est differente de celle 

30 constituee par les acides amines 2-238 de la GFP sauvage (Chalfie 

et al. 1994, Science 2^:802-805), 
* lorsque la proteine cible est un recepteur ou un fragment de 
recepteur de messagers secondaires intracellulaires, la proteine 
fluorescente est differente de la GFP et de ses d6rives 
35 (W096/23898). 

L' invention a 6galement pour objet une trousse ou necessaire pour la 
detection et la quantification d' interactions non covalentes entre une proteine 
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cible marquee par une proteine fluorescenie et Tun de ses ligands marque par un 
marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d* absorber la lumiere emise par la 
proteine fluprescente, 

5 - soit par une substance fluorescente, 

laquelle proteine fluorescente est choisie parmi les proteines fluorescentes 
issues ou derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient 
d'extinction moleculaire est superieur a environ 14000M'^cm'' et le rendement 
quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie 
10 parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants d6riv6s de la GFP, par addition , del6tion ou substitution 
d'un ou plusieurs acides amines, soiis reserve que ces variants conservent la 
propriety de fluorescence, 

15 - ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous 

reserve que ces fragments conservent la propri6te de fluorescence et son ligand 
marque par une substance fluorescente, ladite trousse comprenant : 

- la proteine cible fusionnee avec une proteine fluorescente ou une lignee 
cellulaire stable susceptible d'exprimer la proteine fusionnee avec une proteine 

20 fluorescente ou un plasmide contenant la sequence nucleique codant pour ladite 
proteine cible fiisionnee avec une proteine fluorescente telle que definie ci- 
dessus, 

- le ligand marque par le susdit marqueur, 

- les tampons et milieux necessaires au transfert d'energie entre la susdite 
25 proteine et le susdit ligand. 

L' invention a pour objet une trousse ou necessaire pour la detection et la 
quantification d' interactions non covalentes entre une proteine cible marquee par 
une proteine fluorescente (n° 1) et Tun de ses ligand marque par une substance 
fluorescente correspondant a une proteine fluorescente (n^ 2), la proteine 
30 fluorescente (n° 1) etant choisie parmi la proteine fluorescente EYFP ou EGFP 
et le ligand etant marque par la prot6ine fluorescente (n^ 2) ECFP ou la proteine 
fluorescente 

(n"* 1) etant ECFP et le ligand etant marqu6 par la proteine fluorescente (n"* 2) 
EYFP ou EGFP, ladite trousse comprenant : 
35 - soit un plasmide contenant un acide nucleique codant pour la proteine 

cible fusionnee avec une proteine fluorescente (n° 1), et 

* un plasmide contenant un acide nucl6ique codant pour le ligand 
fusionne avec une proteine fluorescente (n** 2), ou 
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* un ligand fusionne avec une proteine fluorescente (n° 2), 
obtenu par voie recombinante et purifie, 

- soit une lignee cellulaire stable susceptible d'exprimer la proteine cible 
fusionnee avec une proteine fluorescente (n° 1), et 

* une lignee cellulaire stable susceptible d'exprimer le ligand 
fusionn6 avec une proteine fluorescente (n° 2), ou 

< * un ligand fusionne avec une proteine fluorescente (n° 2), 
obtenu par voie recombinante et purifie, 

- les tampons et milieux necessaires au transfert d'energie entre la susdite 
proteine et le susdit ligand. 

L' invention a pour objet une trousse ou n6cessaire pour la detection et la 
quantification d' interactions non covalentes entre une proteine cible constitu6e 
par un recepteur couple k la proteine G marqu6e par une proteine fluorescente 
(n° 1) et la proteine G marqu6e par une substance fluorescente correspondant a 
une proteine fluorescente (n° 2), la proteine fluorescente (n** 1) etant choisie 
parmi la proteine fluorescente EYFP ou EGFP et la proteine G etant marquee 
par la proteine fluorescente (n° 2) ECFP ou la proteine fluorescente (n° 1) etant 
ECFP et la proteine G etant marquee par la proteine fluorescente (n*" 2) EYFP 
ou EGFP, ladite trousse comprenant : 

- soit un plasmide contenant un acide nucleique codant pour le recepteur 
fusionne avec une proteine fluorescente (n° 1), et 

* un plasmide contenant un acide nucleique codant pour la 
proteine G fusionnee avec une proteine fluorescente (n"* 2), ou 

* la proteine G fusionn6e avec une proteine fluorescente 
(n° 2), obtenue par voie recombinante et purifiee, 

- soit une lignee cellulaire stable susceptible d'exprimer le rfcepteur 
fusionn6 avec une proteine fluorescente (n° 1), et 

* une lignee cellulaire stable susceptible d'exprimer la proteine 
G fusionnee avec une prot6ine fluorescente (n"* 2), ou 

* la proteine G fusionnee avec une proteine fluorescente 
(n"" 2), obtenue par voie recombinante et purifiee, 

- les tampons et milieux necessaires au transfert d'energie entre le susdit 
recepteur et la susdite proteine G. 
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DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

5 . Dans sa realisation preferee, le developpemeht de T invention utilise 

TADNc codant pour la proteine fluorescente verte (Prasher et aL Gene 1992, 
111 :229-233: GenBank Accession N° M62653) de la meduse Aequorea victoria, 
pr6ferentiellement les mutants GFPUV, RSGFP et BFP de cette proteine 
fluorescente optimises pour leur expression dans les organismes botes preferes, 

10 les cellules mammiferes. 

L'ADNc peut etre modifie pour coder pour un variant dans lequel un pu 
plusieurs acides amines sont substitues, inseres ou deletes afm de permettre sa 
fusion, en N ou en C-terminal iavec le gene codant pour une proteine cible. 

La proteine cible, preferentiellement un recepteur, peut etre choisie parmi: 

15 1) les recepteurs de neurotransmetteurs couples a des proteines G 

structurellement reli6s aux r6cepteurs adrenergiques et recepteurs 
metabotropiques du glutamate tels que presentes dans la liste actualisees 
annuellement et 6ditee comme supplement sous le nom: "Receptor and Ion 
Channel Nomenclature" par Elsevier Trends journals, dans Trends in 

20 Pharmacological Sciences. 

2) les recepteurs-canaux structurellement relies aux recepteurs 
nicotiniques, au recepteurs de glutamate et au recepteur de I'ATP, tels que 
prdsentes dans la liste actualis6es annuellement et 6ditee comme supplement sous 
le nom: "Receptor and Ion Channel Nomenclature" par Elsevier Trends journals 

25 dans Trends in Pharmacological Sciences. 

3) les recepteurs nucleaires possedant un domaine d' interaction avec 
I'ADN structurellement relies au recepteur des steroi'des (Mangelsdorf et aL 
1995, Cell, 83:835-839, Wurtz, J.L. et aL 1996, Nature Struct. Biol. 3:206). 

4) les recepteurs de la membrane plasmique a activite tyrosine kinase 
30 structurellement relies au rdcepteur de Tinsuline (Yarden, Y. and Ullrich, A. 

1988, Biochemistry 27:3113-3119). 

5) les recepteurs membranaires couples aux proteines tyrosine kinases 
(STATs, TYK2, Jak) structurellement reli6s au recepteur de Tinterferon y 
(Brisco, J. etaL 1996, Phylos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 351:167-171; 

35 Ihle, J.N. 1995, Nature 322:591-594). 

Dans le cas ou la fusion est effectu6e entre la EGFP et un recepteur coupl6 
aux proteines G (groupe 1), la fusion peut etre notamment effectu6e: 
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1) du cote N-terminal du recepteur, et done du cote C-terminal de la 
EGFP, 

2) du cote C-terminal du recepteur et done du cote N-terminal de la 
EGFP, 

3) dans la sequence du recepteur, en particulier dans la premiere ou la 
troisieme boucle intracellulaire, eventuellement en introduisant une ou plusieurs 
copies d*une sequence espaceur, notamment -GGGGS-. 

Dans le cas ou la fusion est effeetuee entre la EGFP et un recepteur-canal 
(groupe 2), la fusion pent etre notamment effeetuee: 

1) dans la region homologue a la "region immunogenique majeure" de la 
sous-unite a du recepteur nicotinique de Torpille (residus 67-76), 
Eventuellement en introduisant une ou plusieurs copies d*une sequence espaceur, 
notamment -GGGGS-. 

Dans le cas ou la fusion est effeetuee entre la EGFP et un recepteur 
nueleaire (groupe 3), la fusion pent etre notamment effectu6e: 

1) du cote N-terminal du recepteur, et done du e6t6 C-terminal de la 
EGFP, 

2) du cot6 N-terminal du recepteur, tronque dans sa partie N-terminale 
en amont du domaine de liaison a TADN, et done du cote C-terminal de la 
EGFP. 

Dans le cas ou la fusion est effeetuee entre la EGFP et un recepteur soit a 
activite tyrosine kinase, soit couple a une tyrosine kinase (groupes 4 et 5), la 
fusion peut etre notamment effeetuee: 

1) du cot6 N-terminal du recepteur, et done du cote C-terminal de la 
EGFP, 

Tout gene codant pour une prot6ine fluorescente, notamment la GFP, 
couplee a un recepteur, et derivant d'organismes exprimant la GFP ou des 
proteines similaires pourraient etre utilis6s dans cette invention. 

Les sequences d'ADN codant pour la GFP et les proteines cibles, 
notamment des recepteurs, peuvent etre d'origine genomique ou etre des ADNc, 
et peuvent etre obtenus a partir de 1* ADN de n'importe quelle espece animale ou 
vegetale, eucaryote ou proearyote, par exemple en preparant des banques 
genomiques ou des banques d'ADNc et en eriblant ces banques pour identifier 
les sequences codantes par hybridation avec des sondes oligonucleotidiques par 
les techniques standard (Current Protocols in Molecular Biology, op. eit.). 

Les constructions d'ADN codant pour la GFP et les proteines cibles 
peuvent aussi etre obtenues par synthese totale par les methodes standards, 
notamment la methode des phosphoramidites (Beaucage and caruthers, Tett, 
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Lett. 1981, 22:1859-1869) et Temploi d'appareils de synthese d'ADN 
automatises, le polynucleotide obtenus 6tant ensuite purifi6s, ligu6s et clones 
dans les vecteurs appropries. Pour la plupart des applications, les genes codant 
. pour la GFP et les proteines cibles seront preferentiellement obtenus par 
5 criblage de banques, tandis que les bras espaceurs ainsi que les oligonucleotides 
requis pour la mutagenese seront preferentiellement obtenus par synthese. 

Les constructions d*ADN pourront etre de nature mixte, synth6tique et 
genomique, par ligation de fragments synthetiques avec des element d'ADN 
genomique, selon des procedures standard (Current Protocols in Molecular 
10 Biology, op.cit.). 

Les constructions d'ADN peuvent aussi etre obtenues par PGR 
(polymerase chain reaction) en employant des amorces specifiques, comme par 
exemple d6crit dans PGR protocol 1990, Academic press, San Diego, 
Galifornia, USA. 

15 Enfin, les constructions d*ADN peuvent etre modifi6es par d'autres 

m6thodes incluant par exemple des reactions chimiques, de la mutagenese 
al6atoire ou dirigee, par insertion, delation ou substitution de nucleotides, ces 
inodifications pouvant alterer des proprietes de Tune ou T autre proteine, 
notamment, la GFP et les prot6ines cibles. 

20 Les constructions d'ADN peuvent 6tre inserees dans un vecteur 

recombinant. Ce vecteur pent etre n'importe quel vecteur approprie pour les 
procedures employees avec des vecteurs recombinants. Le choix du vecteur sera 
souvent effectue en fonction de la cellules hote dans laquelle a construction 
d'ADN voudra etre introduite. Le vecteur pourra ainsi etre un vecteur capable 

25 de se repliquer de maniere autonome, c'est-a-dire extrachromosomal, et 
independante de la replication chromosomale, par exemple un plasmide. 
Alternativement, le vecteur pourra etre elabore de maniere a integrer tout ou 
partie de I'ADN qu'il contient dans le genome de la cellules hote, et se 
repliquera en meme temps que le(s) chromosome(s) dans lequel il sera integre. 

30 Le vecteur est preferentiellement un vecteur d' expression dans lequel la 

GFP fiisionn6e a la proteine cible ou la GFP fusionnee au ligand est sous le 
controle d'autres isegments d'ADN requis pour la transcription. En general, le 
vecteur d' expression derive d'ADN plasmidique ou viral ou pent contenir des 
elements de I'un et de 1' autre. 

35 Le terme "sous le controle" indique que les segments d'ADN sont 

disposes sur le vecteur de maniere a fonctionner de concert pour servir I'objectif 
voulu, par exemple, la transcription est initiee dans le promoteur et se poursuit 
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tout au long de la sequence codant pour la proteine cible fusionn6e a la GFP ou 
le ligand fusionne a la GFP. 

Le promoteur peut etre n'importe quelle sequence d'ADN susceptible de 
promouvoir une activite transcriptionnelle dans la cellule bote choisie et peut 
5 etre derive de gene homologues ou heterologues a la cellule bote. 

Des exemples du promoteurs convenant pour T expression de la proteine 
cible fusionnee avec le GFP ou du ligand fusionne avec la GFP dans des cellules 
mammiferes sont le promoteur du virus simien SV40 (Subramani et aL 1981, 
Mol Cell. Biol. 1:854-864), le promoteur du virus du sarcome de Rous (RSV), 
10 le promoteur du cytomegalovirus (CMV) ou le promoteur tardif majeur de 
I'adenovirus (AdMLP). 

Exemples de promoteurs pour cellules d'insectes : 

Promoteur de la polyhedrine (US 4,745,051; Vasuvedan et dl 1992, 
15 FEES Lett. 311:7-11) le promoteur PIO (Vlack et aL 1988, J. Gen. Virol. 
^:765-776) le promoteur du gene precoce 1 du baculovirus (US 5,155,037; US 
5,162,222). 

Exemples de promoteurs pour levures : 
20 Promoteurs des genes de la glycolyse (Hitzeman et aL J. Biol. Chem. 

1980, 255:12073-12080; Alber et Kawasaki, J. Mol. Appl. Gen. 1982, 1:419- 
434) des genes des alcool deshydrogenases (Young et aL dans Genetic 
Engineering of microorganisms for chemicals (Hollaender et aL eds). Plenum 
Press, NY 1982). 

25 

Exemples de promoteurs pour bacteries: 

Des exemples de promoteurs pour T expression dans la bacterie peuvent 
etre des promoteurs constitutifs comme le promoteur de la polymerase T7, ou 
des promoteurs inductibles comme par exemple le promoteur pL du phage 
30 lambda (Current Protocols in Molecular Biology, op.cit.). 

Exemples de promoteurs pour champignons filamenteux 
Les promoteurs utilisables sont par exemple le promoteur ADH3 
(McKnight et aL EMBO J. 1985, 4:2093-2099) ou le promoteur tpiA. D'autres 
35 promoteurs utiles peuvent etre derives des genes codant pour T aspartate 
proteinase de Rhizomucor miehei, Talpha-amylase neutre de Aspergillus niger, 
de I'acetamidase de Aspergillus nidulans, de la TAKA amylase de Aspergillus 
oryzae ou le promoteur de la glucoamylase de Aspergillus awamori. 
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Le vecteur poiirra par ailleurs contenir : 

- des sequences de polyadenylaiion, comme par exemple celles de SV40 
ou de la region Elb 5 de T adenovirus, 

- des sequences activatrices (enhancer) de la transcription (I'activateur de 
5 SV40), 

- des sequences de replication comme par exemple les sequences de 
replication de SV40 ou du virus Epstein Barr, pour les cellules manuniferes ou 
I'origine et les genes de replication REP 1-3 du plasmide 2 /i, pour les levures, 

- des marqueurs de selection, a savoir des genes conferant une resistance 
10 k un antibiotique (n6omycine, z6ocine, hygromycine, ampicilline, kanamycine, 

tetracycline, chloramphenicol...) ou permettant la compensation d*un defaut 
(gene codant pour la dihydrofolate r6ductase permettant la resistance au 
methotrexate, ou gene TPI de S. pombe d6crit par Russell, 1985, Gene, 4Q:125- 
130). 

15 La cellule hdte peut etre n'importe quelle cellule capable d'exprimer la 

construction d'ADN inser6e dans un vecteur approprie. 

Les cellules peuvent fitre notamment des bacteries, des levures, des 
champignons et des cellules eucaryotes superieures comme par exemple des 
cellules mammiferes. 

20 Des exemples de cellules bacteriennes capables d*exprimer les 

constructions d'ADN sont : 

- des bacteries grampositives telles que les souches de Bacillus comme B. 
subtilis, B, licheniformis, B. lentus, B. brevis, B. strearothermophilus, B, 
thurigiensis ou des souches de Streptomyces comme S. lividans, S murinus, 

IS - des bacteries gramnegatives telles Escherichia coli. 

La transformation des bacteries peut etre effectuee par transformation 
protoplastique ou par transformation de bacteries competentes (Current 
Protocols in Molecular Biology, op.cit.). 

30 Exemples de cellules eucaryotes: 

Lign6es cellulaires HEK 293, HeLa, cultures primaires, cellules COS 
(e.g. ATCC CRL 1650), BHK (e.g. ATCC CRL 1632) CHO (e.g. ATCC CCL 
61). 

Les methodes d* introduction de TADN dans ces cellules (trans fection, 
35 lipofection, electroporation etc. sont decrites dans Current Protocols in 
Molecular Biology, op.cit. 
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Exemples de cellules de levures : 
Saccharomyces, S. cerevisiae, S. kluyveri, 
Kluiveromyces, K, lactis, 
Hansenula, H, polymorpha, 
Pichia, P. pastoris, 

transformees par introduction d'ADN heterologue selon les protocoles decrits 
dans Current Protocols in Molecular Biology, op.cit. 

Les cellules transformees sont s61ectionnees par un phenotype d6termin6 
par un marqueur de resistance, gdneralement a une drogue, ou par leur capacite 
a proliferer en Tabsence d*un nutriment particulier. 

Exemples de champignons filamenteux: ' 
Les souches Aspergillus {A. oryzae. A, nidulans. A, niger), Neurospora, 
Fusarium, Trichoderma. L'utilisation de Aspergillus pour I'expression de 
proteines est decrite dans EP 272 277 ou EP 230 023 ou EP 184 438. 

Exemples de cellules d'insectes : 

On peut citer les lignees de Lepidoptera e.g. Spodoptera frugiperda (Sf9) 
ou Trichoplusia ni (Tni). Les methodes de transformation (infection en 
particulier) sont decrites dans Current Protocols in Molecular Biology (op.cit.). 

LES LIGANDS 

Les ligands interagissant avec la prot6ine cible peuvent etre de n'importe 
quelle origine (naturelle, synthetique, semi-synthetique, recombinante), et de 
n'importe quelle structure (chimique, peptidique, proteique). lis peuvent etre 
naturellement fluorescents (ou porteurs d*un chromophore) ou peuvent 
necessiter soit une reaction chimique permettant le greffage d'un groupe 
fluorescent (ou d'un precurseur de groupe fluorescent) ou d'un chromophore, 
soit une construction d'ADN conduisant a la fusion du ligand avec la GFP et 
permettant T expression du ligand ainsi rendu fluorescent. 

Des exemples de reactions chimiques sont: 

- couplage d 'amines ou de thiols avec des reactifs de type halogenure 
d'alkyle, halogenures d'aryles, halogenures d'acyles, halogenures d'acides, le 
groupe isothiocyanate, le groupe maleimide, les epoxydes, dans un solvant 
organique en presence d'une base ou en milieu aqueux, 

- couplage d'acides avec des amines activees par des groupes tels que les 
succinimides. 
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Selon le .procede de T invention, la fluorescence des cellules transformees 
peut etre mesuree dans un spectrofluorimetre a I'aide duquel les proprietes 
spectrales des cellules, en suspension ou adherentes, peuvent etre determinees 
5 par I'acquisition de leurs spectres d'excitation et d'emission. Les interactions 
avec le ligand fluorescent sont ensuite detectees par les changements des 
spectres d'excitation et/ou d'emission du donneur et de Taccepteur d'energie, et 
les ligands sont definis comme pharmacologiquement significatifs si leurs 
interactions avec la proteine cible sont inhib6es par I'addition d'un exces de 
10 ligand ndn fluorescent empfichant T interaction entre la prot6ine cible 
fluorescente et le ligand fluorescent. 

DESCRIPTION DES FIGURES : 

15 - La Figure 1 donne la s6quence nucl6otidique codante de la GFP 

sauvage (Prasher et aL 1992, Gene 111:229-233) de Aequorea victoria. 

- La Figure 2 represente la fluorescence mesuree lors de T expression de 
la construction pMT3-EGFP-C3-SP. En ordonnee, on a presente la fluorescence 
20 exprimee en coups par seconde (cps) et en abscisse la longueur d'onde 
d'emission. La trace representee est un spectre d'emission de difference entre la 
mesure du milieu de culture exprimant la EGFP et le milieu de culture 
n'exprimant pas la EGFP. 

25 - La Figure 3 represente la construction d'ADN pCEP4-NK2R-RFl 

(13,67 kb) et comporte les sequence codant pour le peptide signal du recepteur 
nicotinique alpha? (alpha? SP), la EGFP (EGFP C3-1) et le recepteur NK2R 
(NK2R ARNm) des tachykinines. 

30 - La Figure 4a reprdsente les spectres d' excitation (6mission 540 nm) et 

d'6mission (excitation 450 nm) de cellules HEK293 en suspension exprimant les 
constructions d'ADN pCEP4-NK2R et pCEP4-NK2R-RFL En ordonnee, on a 
present^ la fluorescence exprimee en coups par seconde (cps) et en abscisse la 
longueur d*onde d' Emission. 
35 Les courbes en point illes representent leis spectres d' excitation (emission 

540 nm) de pCEP4-NK2R (traits fins) et pCEP4-NK2R-RFl (traits gras). 

Les courbes en trait plein representent les spectres d* emission (excitation 
450 nm) de pCEP4-NK2R (traits fins) et pCEP4-NK2R-RFl (traits gras). 
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- La Figure 4b represente le spectre d "emission (excitation 450 nm) de 
cellules exprimant les recepteurs NK2R-WT (courbe n° 3), NK2R-RF1 (courbe 
n" 1) et NK2R-RF2 (courbe n° 2). En ordonnee, on a presente la fluorescence 
exprim6e en coups par seconde (cps) et en abscisse la longueur d'onde 
d 'Emission. 

- La Figure 5a repr6sente la liaison de I'antagoniste SR 48968 sur des 
cellules exprimant le r6cepteur NK2R sauvage. En ordonn6e, on a repr6sent6 la 
quantite de 3h SR 48968 li6e (en disintegrations par minute;dpm) et en 
abscisse, la concentration de 3h SR 48968 ajout6e dans I'^chantUlon. Les 
losanges gris et noirs representent la liaison totale de 3h SR 48968 dans deux 
experiences diff6rentes, les croix et carr6s gris repr6sentent la liaison non 
specifique determinee en presence d'un excbs de neurokinine A (10 /iM). Les 
lignes correspondent aux courbes th6oriques de liaison d'un ligand a son 
recepteur ou a des sites de liaison non specifiques. Les valeurs d' affinity 
determinees (KD) sont de 1.05 nM et 0.78 nM dans chacune des deux 
experiences. Les valeurs de liaison maximale (B max) sont toutes deux 
de 0.1 pMol/25000 cellules. 

- La Figure 5b represente la liaison de I'antagoniste 3h SR 48968 sur des 
cellules exprimant le r6cepteur fluorescent NK2R-RF1. En ordonnee, on a 
repr6sent6 la quantitd de 3h SR 48968 li6e (en desint6grations par minute;dpm) 
et en abscisse, la concentration de 3h SR 48968 ajout6e dans I'ichantillon. Les 
losanges gris et noirs representent la liaison totale de 3h SR 48968 dans deux 
experiences differentes, les croix et carr6s gris representent la liaison non 
sp6cifique determinee en presence d'un exces de neurokinine A (10 fiM). Les 
lignes correspondent aux courbes thfioriques de liaison d'un ligand k son 
rdcepteur ou a des sites de liaison non specifiques. Les valeurs d'affinit6 
determinees (KD) sont de 0.8 nM et 0.92 nM dans chacune des deux 
experiences. Les valeurs de liaison maximale (B max) sont respectivement de 
0.075 et 0.088 pMol/25000 cellules. 

- La Figure 6a repr6sente le test de fonctionaIit6 de reponse de lib6ration 
de calcium intracellulaire (FURA 2) de cellules exprimant la construction 
d'ADN pCEP4-NK2R WT. En ordonn6e, on a repr6sent6 la fluorescence a 510 
nm (exprim6e en coups par seconde), 1 'excitation ayant lieu a 340 nm et en 
abscisse, on a repr6sent6 le temps (seconde). Les reponses sont 6voqu6es par 
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Tagoniste neurokinine A (NKA) et inhibees par Tantagoniste cyclo(-Gln-Trp- 
Phe-Gly-Leu-Met) (cyclopeptide) . Dans 1' experience 1, oh ajoute 10 nM de 
NKA. Dans Tfexperience (2,3), on ajoute successivement 5 /iM de cyclopeptide 
(2), puis IQ nM de NKA (3). 

- La Figure 6b represente le test de fonctionnalite de reponse de 
liberation de calcium intracellulaire (FURA 2) de cellules exprimant la 
construction d'ADN pCEP4-NK2R-RFl. En ordonnee, on a represente la 
fluorescence a 510 nm (exprimee en coups par seconde), Texcitation ayant lieu a 
340 nm et en abscisse on a represent^ le temps (seconde). Les r6ponses sont 
6voquees par I'agoniste neurokinine A (NKA) et inhibees par I'antagoniste 
cyclo(-Gln-Trp-Phe-Gly-Leu-Met) (cyclopeptide). Dans T experience 1, on 
ajoute 10 nM de NKA. Dans T experience (2,3), on ajoute successivement 5 /xM 
de cyclopeptide (2), puis 10 nM de NKA (3). 

- La Figure 7 represente la purification du peptide NKA BO I par HPLC 
en phase inverse. En abscisse, on a repr6sent6 le temps (minute) et en ordonnee 
la densite optique (mV). La detection est effectuee a 2 longueurs d*onde : 219 
nm (traits pointilles) et 530 nm (traits pleins). 

Les pics identiques 1, 2 et 3 sont respectivement la NKA, le derive NKA- 
BODIPY, le reactif BODIPY-IA. 

- La Figure 8a represente le deplacement de la liaison de SR48968 
sur le recepteur NK2R-WT par NKA et NKA BO L En ordonnee, on a 
represente la radioactivite (exprimee en desintegrations par minute;dpm) et en 
abscisse la concentration en ligand (M). 

Les cercles noirs representent T experience de ddplacement de 
3h SR48968 par la NKA-BO I (KI = 16,15 nM). 

Les carres blancs repr6sentent Texperience de d6placement de 
3h SR48968 par la NKA (KI = 3,03 nM). 

» - La Figure 8b represente le deplacement de la liaison de SR48968 
sur le r6cepteur NK2R-RF1 par NKA (ronds noirs : (KI = 2,1 nM) et NKA-BO 
I (carr6s blancs : (KI = 16,08 nM). En ordonnee, on a represente la 
radioactivity (exprimee en ddsintegrations par minute;dpm) et en abscisse la 
concentration en ligand. 
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- La Figure 9 represente 1 'experience de transfert d'energie entre le 
ligand fluorescent NKA-BO I et le recepteur fluorescent NK2R-RP1 determinee 
a I'equilibre, 

La courbe en trait plein represente remission de fluorescence (entre 490 et 
600 nm) des cellules exprimant le recepteur fluorescent NK2R-RF1 (excitation 
'460 nm) (Etape 1). 

La courbe en grands traits pointilles represente le meme spectre 
d' emission de fluorescence apres addition de 100 nM de NKA BO I (Etape 2). 

La courbe en traits pointings represente le spectre d'6mission de 
fluorescence apres addition, sur T^tape 2, de 10 /xM de NKA non fluorescente. 
Les memes resultats sont obtenus apres addition de 10 fiM de cyclo(-Gln-Trp- 
Phe-Gly-Leu-Met) ou de SR 48968. 

L' addition, en etape 2, de NKA non fluorescente au lieu de NKA BO I est 
sans effet sur le spectre d 'emission de fluorescence. Celui-ci se superpose avec 
le spectre en trait plein. 

Eh ordonnee, on a represente la fluorescence en cps, en abscisse la 
longueur d'onde en nm. 

- La Figure 10 represente la mesure en temps reel du transfert d'energie 
entre 100 nM de NKA BO 1 et le recepteur NK2R-RF1 (1), et inhibition (2) par 
un exces de ligand non fluorescent (20 de NKA ou de MEN 10,376 ou de 
cyclopeptide). En abscisse, on a represente le temps en seconde et en ordonnee 
la fluorescence (coups par seconde) a 510 nm, I' excitation ay ant lieu a 460 nm. 

La mesure est effectude avec une suspension de 10^ cellules/ml. 

- La Figure 11a represente la mesure en temps reel du transfert d'energie 
entre 100 nM de NKA-TR et le recepteur NK2R-RF1 (1), et inhibition par un 
exces (2) de ligand non fluorescent (100 /iM de NKA ou de MEN 10,376 ou de 
cyclopeptide). En abscisse, on a represente le temps en seconde et en ordonnee 
la fluorescence (coups par seconde) a 510 nm, T excitation ay ant lieu a 460 nm. 

- La Figure lib represente la mesure en temps reel du transfert d'energie 
entre 100 nM de NKA-Eos et le recepteur NK2R-RF1 (1), et inhibhion par un 
exces (2) de ligand non fluorescent (20 ^M de NKA ou de MEN 10,376 ou de 
cyclopeptide). En abscisse, on a represente le temps en seconde et en ordonnee 
la fluorescence (coups par seconde) a 510 nm, Texcitation ayant lieu a 
470 nm. 



wo 98/55873 




PCT/FR98/01136 



- La Figure 12 represente 1' amplitude du signal de fluorescence en 
fonction de la concentration de NKA BO I ajoutee (0 . a 256 nM) a une 
suspension de cellules (10^ cellules/ml) exprimant le recepteur NK2R-RF1 et 

5 r inhibition par un exces (A) de ligand non fluorescent (10 /xM de NK ou de 
MEN 10,376 ou de cy clopeptide) . En abscisse, on a represente le temps en 
seconde et en ordonnee la fluorescence (coups par seconde) a 510 nm, 
Texcitation ay ant lieu a 450 nm. 

10 - La Figure 13 represente le traitement des donnees de la Figure 12. En 

abscisse, on a represente la concentration en NKA BO I (nM) et en ordonnee 
r amplitude du signal de fluorescence exprimee en unites arbitraires (U.A.)- La 
ligne en trait plein represente la courbe theorique de liaison de la NKA-BO I a 
ses sites et fournit une valeur d'affinite KD = 24 nM. 

15 

- La Figure 14 represente T extinction de fluorescence mesuree a 510 nm 
(excitation a 460 nm) resultant de la liaison de 10 nM NKA-Bo sur le recepteur 
EGFP-NK:2R exprime a la surface de cellules HEK 293 (suspension a 10^ 
cellules/ml) en absence, et en presence de concentrations croissantes (indiquees 

20 sur le graphe en nM) de neurokinine A (NKA). En ordonnee, on represente la 
fluorescence mesuree en coups par seconde (cps) et en abscisse, le temps en 
seconde. 

- La Figure 15 correspond a Texperience decrite dans la figure 14, 
25 effectuee en presence de neurokinine A (NKA) ou de SR48968. L'amplimde de 

fluorescence, normalisee par rapport a 1' amplitude de fluorescence mesuree en 
absence de NKA ou SR48968, est reportee sur un graphe en fonction de la 
concentration de NKA ou SR48968 utilisee pour tracer une courbe de 
competition pour la liaison de NKA-Bo contre la NKA ou le SR48968 sur le 
30 recepteur EGFP-NK2R, L*affinit6 du ligand non fluorescent est determinee a la 
valeur d' inhibition de 50 % de la liaison de NKA-Bo qui correspond a VlC^o du 
compose non fluorescent. 

- La Figure 16 represente le spectre d' emission de cellules (a 10*^ 
35 cellules/ml) exprimant la proteine de fusion EGFP-Hind-CCR5. L* excitation est 

fix6e k 460 nm. En ordonn6es, on represente la fluorescence exprim6e en coups 
par seconde (cps) et en abscisse, la longueur d'onde d*6mission en nm. 
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- La Figure 17 represente un test de fonctionnaIit6 de reponse de 
liberation de calcium intracellulaire (INDO-1) de cellules exprimant la 
construction d'AND EGFP-Hind-CCR5. En ordonnee, on a represente la 
fluorescence a 405 nm exprimee en coups par seconde, T excitation ay ant lieu a 
335 nm, et en abscisse, on a represente le temps en seconde. La reponse 
evoquee par 100 nM de la chimiokihe RANTES est montree. 

- La Figure 18 represente la revelation de T expression de la chimiokine 
fluorescente EGFP-RANTES par immunoblot a Taide d'un anticorps anti-GFP. 
Les levures, ou leurs surnageants de culture, exprimant une proteine non 
fluorescente (le trypsinogene) ou la construction d'ADN codant pour EGFP- 
RANTES sont deposes sur gel denaturant de poly aery lamide 12 %. Apres 
61ectrophorese, les prot6ines sont 61ectrotransf6rees sur membrane de 
nitrocellulose et la presence de proteines comprenant la GFP est revdlee par 
addition d' anticorps primaire anti-GFP de lapin puis d' anticorps secondaire ahti- 
lapin coupl6 a la luciferase. Les bandes prot6iques contenant la GFP sont 
revelees par chimioluminescence a Taide du Kit ECL disponible chez 
Amersham, 

La figure revele la presence de EGFP-RANTES dans les pistes 3 et 6 
(respectivement surnageant de culture de levures, et levures) exprimant la 
construction d'ADN-EGFP-RANTES (bande de 42 000 daltons). Les pistes 1 et 
8 correspondent a la migration de marqueurs de poids moleculaires annotes 20, 
30, 40 et 50 kilodaltons. La piste 2 correspond au surnageant de levures 
controle (trypsinogene), la piste 4 correspond au precipite de dialyse de EGFP- 
RANTES, la piste 5 correspond a la levure controle et la piste 7 correspond a la 
levure exprimant EGFP seule. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : CONSTRUCTIONS D'ADN COMPRENANT UNE 
FUSION ENTRE LA EGFP ET L'EXTREMITE AMINO TERMINALS DU 
RECEPTEUR NK2R DES TACHYKININES 

I) Fusion de la EGFP avec un peptide signal : 

L'ADNc codant pour le EGFP (Figure 1) est fusionn6 en phase avec la 
sequence codant pour le peptide signal de la sous-unite alpha 7 de poulet 
(Genbank accession N"*: X522995) codant pour un recepteur nicotinique de 
r acetylcholine comme suit: 

On introduit sur les codons codant 1 a 9 de la EGFP un site de restriction 
pour Tendonuclease BsrG I a I'aide de 1' oligonucleotide 
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5'GGTCGCCACCCTGTACAAGAAGGGCGAGG3', des reactifs fournis dans 
le kit de mutagenese RPN 1526 (Sculptor) fourni par la society Amersham, et de 
simple brin de pEGFP C3 prepare a partir du plasmide pEiFGP C3 , (Genbank 
Accession N° U57607) fourni par la societe ClonTech. le mutant pEGFP C3-1 
obtenu est sequence, puis clone en phase avec le peptide signal de alpha? par 
ligation de deux fragments: le fragment BsrGI-Xho I de 5225 nt de pJL223 
(Eisele et aL 1993, Nature 366:479-483) et le fragment BsrG I - Xho I de 725 
nt de pEGFP €3-1. Le plasmide pJL223 contient le gene de la proteine a7- 
V201-5HT3 entre les sites Not ! et Xho I du vecteur pMT3 (Swick, A.G. et aL 
1992, Proc. Natl. Acad, Sci. S2: 1812-1816). la construction obtenue nommee 
pMT3-EGFP-C3-SP, est transitoirement exprimee dans des cellules HEK 293 
(ATCC CRL 1573) apres transfection au phosphate de calcium (Cheng et 
Okayama 1986), afin de verifier que la construction est correcte. Le spectre 
d' emission de fluorescence (excitation 450 nm) des surnageants de culture de 
cellules exprimant pMT3-EGFP C3-SP ou de cellules non transfectees 
(concentres 5 fois par centrifugation sur centrikon 10 (Amicon)) sont 
enregistr6s. Sur la figure 2 qui montre la difference entre le spectre de cellules 
transfectees et non transfect6es, on d6tecte nettement le pic d'6mission de la 
EGFP, ce qui indique que la construction conduit effectivement ^ I 'expression 
de EGFP secretee dans le milieu de culture. 

II) Clonage du recepteur NK2R des tachykinines dans les vecteurs de 
mutagenese KS et d 'expression pCEP4 : 

Le fragment Spe I - Hind 111, 2997 nt, du plasmide prTKRl-1 (Pr. S. 
Nakanishi, Kyoto university, Japon, Biochem, Biophys. Res. Comm. 1989, 
165:695-702), contenant I'ADNc codant pour le recepteur NK2R (Genbank 
accession N"*: M31838) de rat, est ligue avec le fragment Spe I ^ Hind III, 
3549 nt, du vecteur pBluescript KS (+) pour conduire au plasmide pKS NK2R. 

Le ft-agment Not I - BsrG I, 1369 nt, du plasmide prTKRl-1 est ligue avec 
le fragment BsrG I - Xho I, 1663 nt, de pKS NK2R et le fragment Not I - Xhol, 
10370 nt de pCEP4 pour conduire au plasmide pCEP4-NK2R. 

III) Fusion de la EGFP entre le peptide signal de alpha7 et I'extremite 
amino terminal du recepteur NK2R des tachykinines : 

Le fragment Not I - Xho I, 816 nt, de pMT3-EGFP C3-SP est ligue avec 
le fragment Not I Xho I (digestion partielle Xho I), 12856 nt, de pCEP4-NK2R 
pour conduire a la construction pCEP4-NK2R-RFl (figure 3). 
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EXEMPLE 2 : CONSTRUCTION D'ADN COMPRENANT LA FUSION 
DE LA GPP DANS LES BOUCLES INTRACELLULAIRES II ET 13 DU 
RECEPTEUR NK2R DES TACHYKININES 

5 I) Introduction de sites de clonage de la EGFP dans la boucle il ou 13 du 

recepteur NK2R : 

L' ADN simple brin de pKS NK2R est mutagenise comme en 1 a) avec les 
oligonucleotides 

il: 5'CACGAGAGGATGTACAACCTCGAGCGCACAGTCACC3' 
10 contenant les mutations pour les sites de clonage BsrG I et Xho I, permettant 
r introduction de la EGFP entre les acides amines 65 et 66 et 
iS: ' 

5*GTACCCAGACACCAGCTAGCAGATCTGAAGCTTCGCCATCAGGC3' 
contenant les mutations pour les sites de clonage Nhe I, Bgl II et Hind III 

15 permettant Tintroduction de la EGFP entre les residus 233 et 234 ou 233 et 238. 

Les plasmides obtenus pKS NK2R-il et -i3 sont introduits dans des 
bacteries XLlBlue competentes (transformation), et les echantillons d'ADN 
plasmidique isoles a partir des colonies resistantes a rampicilline sont cribles 
pour la presence des sites introduits respectivement par les mutations a Taide 

20 des oligonucleotides ilet i3. 

II) Clonage de la EGFP dans les boucles il et i3 du recepteur NK2R des 
tachykinines : 

- clonage dans la boucle il: les fragments Hind III - BsrG I, et Hind III - 
25 Xho I, de pKS NK2R-il sont ligues avec le fragment BsrG I - Xho I, 725 nt, de 
pEGFP C3-1. L*insert de 3741 nt codant pour la proteine de fusion est ensuite 
excise par les enzymes Spe I et Sal I et ligud avec le vecteur pCEP4 ouvert par 
les enzymes Nhe I et Xho I pour conduire a la construction d*ADN pCEP4 
NK2R-RF2 ; 

30 - clonage dans la boucle i3: deux constructions sont obtenues: 

les fragments Nhe I - Bgl II, 744 nt, de pEGFP C3 sont ligues avec 
les fragments Not I - Nhe I et Bgl II - Not I de pKS-NK2R-i3, 
r insert Spe I - Sal I de 3750 nt ainsi obtenu est ensuite clone dans le 
vecteur pCEP4 entre les sites Nhe I et Xho I pour conduire a la 

35 construction d ' ADN pCEP4-NK2R-RF3 . 

les fragments Nhe I - Hind III, 757 nt, de pEGFP C3 sont ligues 
avec les fragments Not I - Nhe I et Hind III - Not I de pKS-NK2R- 
i3, r insert Spe I - Sal I de 3770 nt ainsi obtenu est ensuite clone 
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dans le vecteur pCEP4 entre les sites Nhe 1 et Xho I pour conduire a 
la construction d'ADN pCEP4-NK2R-RF4. 

EXEMPLE 3 : EXPRESSION DES PROTEINES RECOMBINANTES 
ET CARACTERISATION FONCTIONNELLE 

I) Expression : 

Des cellules HEK 293 sont transfectees, par la methode de la precipitation 
au phosphate de calcium (Chen & Okayama 1987, MoL Cell. Biol. 2:2745- 
2752, Current Protocols in Molecular Biology, op.cit.), par les constructions 
d'ADN pCEP4-NK2R-RFl, -RF2, -RF3 et -RF4. Des lignees stables sont 
6tablies par selection des cellules transfectees resistantes a Thygromycine 
(100 A^g/ml, Clontech). Les cellules sont cultivees en presence d'hygromycine 
100 /xg/ml dans du milieu MEM (Gibco) supplement^ de 10% de serum de veau 
foetal (Seromed) de P6nicilline (100 unites/ml), streptomycine (100 /ig/ml) et 
glutamine (4 mM) (Methods in enzymology, Vol LVIII, 1979). 

II) Mesures de Texpression et proprietes de liaison des recepteurs 
recombinants : 

20 a) Par fluorimetrie : 

Les experiences de fluorescence sont effectuees dans une cuve de 1 ml 
pourvue d'un systeme d 'agitation magnetique et placee dans un 
spectrofluorimetre Fluorolog (SPEX) equipe d'une lampe Xe 450W (Osram) et 
de monochromateurs Spex 1680 0.22m (excitation) et Spex 1681 0.22 m 

25 (emission). Les cellules ou les fragments de membrane sont mis en suspension 
dans du tampon physiologique: Hepes 10 mM, NaCl 137,5 mM, MgC12 
1,25 mM, CaCl2 1,25 mM, KCl 6 mM, glucose 5,6 mM, NaH2P04 0,4 mM, 
BSA0,1% (w/v), pH 7,4. 

Les cellules entieres sont recoltees apres traitement au Versene (PBS, 

30 5 mM EDTA), centrifugees 5 min. a 1.000 g et sont resuspendues a une 
concentration de 250.000-1.000.000 cellules/ml dans le tampon physiologique. 

La figure 4a montre les spectres d' excitation et emission enregistres avec 
des cellules transfect6es par les constructions pCEP4-NK2R-WT et pCEP4- 
NK2R-RF1. Les spectres font clairement apparaitre le signal de la EGFP et 

35 indiquent que ces constructions sont effectivement exprimees par les cellules 
HEK 293. La figure 4b montre les spectres emission de fluorescence de cellules 
exprimant le r6cepteur sauvage ainsi que les fusions -RFl et RF2. 
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b) Par experience de liaison : 

L* apparition de sites de liaison des neurokinines a la surface des cellules 
est d6terminee par liaison de 0.1 nM 125] NKA ou 1 nM 3h SR48968 dans du 
PBS sur des cellules entieres en suspension (200-500,000 Cellules/ml, 
5 250 /Ltl/essai). Apres 30 min. d'incubation a temperature ambiante, les 
' echantillons sont filtres sur filtres GF/C (Whatmann) pretraites dans 1 % de lait 
en poudre dans du PBS (KCl 2.7 mM, KH2P04 1.47 mM, NaCl 0.137 mM, 
Na2HP04 8,06 mM), rinces deux fois au PBS (4 ml), puis comptes dans un 
cocktail scintillant. 

10 Les courbes de saturation de la liaison de 3HSR 48 968 sont effectuees 

dans du tampon Hepes 10 mM, NaCl 137,5 mM, MgCl2 1,25 mM, CaCl2 
1,25 mM, KCl 6 mM, glucose 5,6 mM, NaH2P04 0,4 mM, BSA 0,1% (w/v), 
pH 7,4 a 4''C pendant 1 h 30 en presence ou en absence de NKA 1 fiM final. 
Chaque echantillon de 500 /xl contient 25 000 cellules, et la fraction de ligand 

15 lie est inferieure a 10% de la quantite ajoutee dans chaque tube. La filtration est 
effectuee en fm d' incubation comme decrit plus haut. les figures 5a et 5b 
montrent les courbes de liaison (en dpm lies) obtenues avec des concentrations 
croissantes du ligand 3HSR 48968 sur respectivement des cellules exprimant le 
recepteur sauvage (NK2R WT) ou la fusion N terminale avec la EGFP (NK2R- 

20 RFl). Le ligand exhibe la meme affinite pour les deux recepteurs et le nombre 
de sites de liaisons exprim6s a la surface des cellules est comparable. 

Ill) Tests fonctionnels : 

I) Mesure du calcium cytosolique a Taide du FURA 2 : 
25 Le chelateur fluorescent du calcium, FURA 2 acetylmethylester 

(Molecular probes), dissout dans du DMSO est dilue a la concentration de 3 /xM 
dans du tampon Hepes 10 mM, NaCl 137,5 mM, MgCl2 1,25 mM, CaCl2 
1,25 mM, KCl 6 mM, glucose 5,6 mM, NaH2P04 0,4 mM, BSA 0,1% (w/v), 
pH 7,4. Le milieu de culture des cellules est aspire puis remplace par 7 a 10 ml 
30 de la solution de FURA 2 AM. Les cellules sont placees dans Tincubateur a 
CO2 pendant 45 min. Le milieu est alors aspire, remplace par le tampon Hepes 
sans FURA et les cellules sont replacees dans Tincubateur a CO2 pendant 
15 min. supplementaires. Le tampon est aspire, puis les cellules sont recoltees 
apres avoir ete decrochees de la boite par une solution de PBS, 5 mM EDTA 
35 pendant 5 min. Apres centrifugation a 1000 x g pendant 5 min., le culot de 
cellules obtenu est resuspendu a raison de 1 x 10^ cellules/ml dans le tampon 
Hepes. 
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Les mesures de liberation de calcium soni effectuees a 37°C, dans une 
cuve de spectrofluorimetre contenant par un barreau magnetique d' agitation. La 
longueur d'onde d' excitation est fixee a 340. nm et la longueur d*onde 
d'emissipn est fixee a 510 nm. 
5 . La figure 6, montre les resultats obtenus lors de la stimulation de cellules 

transfectees avec la construction codant pour le recepteur sauvage (6a) et de 
cellules transfectees par la construction pCEP4-NK2R-RFl (6b). Les reponses 
evoquees par la neurokinine A sont inhibees par les antagonistes NK2R 
specifiques SR48968 (Sanofi recherche), MEN 10,376 (Bachem) ou le 
10 cyclopeptide cyclo(-Gln-rTrp-Phe-Gly-Leu-Met) (Bachem). La neurokinine A 
n*evoque aucune reponse sur des cellules HEK 293 non transfectees. 

Preparation de fragments de membranes : 

Les fragments de membrane sont prepares par homogeneisation des 
15 cellules a Taide d'un homogeneiseur de tissu (potter ou ultraturax) en presence 
d"un melange d'inhibiteurs de proteases, a 4''C. Les cellules sont centrifugees a 
1000 X G pendant 5 min. puis resuspendues dans du tampon de preparation de 
membranes: Tris-HCl 50 mM, EDTA-Na 1 mM, DTT 10 mM, contenant le 
cocktail d'inhibiteurs de prot6ases, Completie (Boehringer). La suspension est 
20 homogeneisee a Taide d*un potter a 4®C. Apres centrifugation a 3000 x G 
pendant 10 min., le surnageant est collecte, le culot est repris dans le tampon ci- 
dessus, rehomogeneise, et centrifuge a nouveau. Les deux surnageants obtenus 
sont rassembles et centrifuges a 150 000 x g pendant 30 min. Les culots obtenus 
sont resuspendus dans du tampon de preparation de membranes a une 
25 concentration de 6-10 mg prot/ml. 

EXEMPLE 4 : PREPARATION DE LIGANDS FLUORESCENTS 



I) Preparation de neurokinine A fluorescente : 
30 a) Groupe Bodipy 530/560 : 

La NKA lyophilis6e est dissoute dans de la DMF a 10 mM final. 

A 50 (xL de cette solution (0.5 juMol, 50 ftL), on ajoute 10 ftmol de NEt3 
(200 mM dans CH3CN), soit 100 /xL, puis 15 /xL de BODIPY 530/550 lA 
[N-(4,4-difluoro-5 ,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-dia2a-s-indacene-3-propionyl)-N ' - 
35 iodoacetylethylenediamine] dissout dans de la DMF a raison de 0.3 /uMol par 
10 fiL, Le melange est vortexe, puis laisse a temperature ambiante. Apres 24 h, 
le produit de la reaction est purifie par HPLC (Gilson) sur une colonne de phase 
inverse Z5C8 25F (Zorbax) sur laquelle on developpe un gradient linfeaire de 10 
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a 95% solvant B en 60 minutes (A: H20 0.1% TFA; B: CH3CN 0.1% TFA) 
avec un debit de 1 ml/min. Les longueurs d'ondes de detection sont fixees a 
219 nm (peptide) et 530 nm (fluorophore). Le produit elue (NKA BO I) au 
temps 34 min, (Figure 7) est collecte, concentre par evaporation et resuspendu 
dans de la DMF. 

b) Groupes coumarine et eosine : 

Les conditions reactionnelles employees pour la marquage de la 
neurokinine A par les derives de coumarine (7-diethylaminp-3-((4'- 
(iodoacetyl)amino)phenyl)-4-methylcoumarine) et d ' eosine (eosine-5- 
iodoacetamide) sont les memes que en a). Les purifications sont effectuees sur 
colonne de phage inverse Z5C8 25F (Zorbax) sur laquelle on d6veloppe un 
gradient lin6aire de 10 a 95% solvant B en 60 minutes (A: H20 0.1 % TFA; B: 
CH3CN 0.1 % TFA) avec un d6bit de 1 ml/min. le derive coumarine de la NKA 
(NKA-Coum) est elue au temps 25 min., le deriv6 eosine de la NKA (NKA- 
Eos) est elue au temps 27 min. 

c) Groupe sulforhodamine 101 : 

Le reactif utilise est le chlorure d'acide de la sulforhodamine 101 
(Aldrich, ou Texas Red commercialise par Molecular Probes). Le protocole est 
le meme que pour le greffage du BODIPY 530/550 lA. La purification est 
effectuee par HPLC sur une colonne de phase inverse Z5C8 25F (Zorbax) sur 
laquelle on developpe un gradient lineaire de 10 a 95% solvant B en 60 minutes 
(A: H20 0.1% HFBA; B: CH3CN 0.1% HFBA) avec un debit de 1 ml/min. 
Les longueurs d'ondes de detection sont fixees a 219 nm (peptide) et 590 nm 
(fluorophore). le produit 61ue (NKA TR) au temps 40-41 min. est collecte, 
concentre par evaporation et resuspendu dans de la DMF. 

EXEMPLK 5 : DETECTION DE LINTERACTION ENTRE LE 
RECEPTEUR NK2R FLUORESCENT ET SES LIGANDS FLUORESCENTS. 

I) Par d6placement d*un radioligand (experience de competition) : 
Les courbes de deplacement de la liaison de 3HSR 48968 par un ligand 
non radioactif sont effectuees dans du tampon Hepes 10 mM, NaCl 137,5 mM, 
MgCl2 1,25 mM, CaCl2 1,25 mM, KCl 6 mM, glucose 5,6 mM, NaH2P04 
0,4 mM, BSA 0,1% (w/v), pH 7,4 a 4^C pendant 1 h 30 en presence ou en 
absence de NKA 1 ^^M final. Chaque echantillon de 500 /xl contient 
25 000 cellules, 1 nM de 3HSR 48968 et un ligand non radioactif a differentes 
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concentrations (de 1 nM a 10 fiM), L' incubation est effectuee pendant 1 heure a 
4°C. La filtration est effectuee en fin d' incubation comme d6crit en 3b). 

La figure " 8 montre les courbes de deplacement du radioligand 
3HSR 4896.8 par la neurokinine A (NKA) et la NKA BO I sur respectivement 
des cellules HEK 293 exprimant le recepteur NK2R sauvage (construction 
pCEP4-NK2R, figure 8A) ou la fusion de la EGFP en N-terminal du recepteur 
NK2R (construction pCEP4-NK2R-RFl, figure 8b). Les points representent la 
radioactivite liee (en dpm) en presence de concentrations variables de NKA ou 
de NKA BO L Les valeurs d'affinite d6rivees de ces courbes indiquent que la 
NKA (tout comme la NKA BO I) se lie avec la mfeme affinite au recepteur 
sauvage et au recepteur rendu fluorescent. Les valeurs d' affinite sont pour la 
NKA: KI= 3 nM sur le recepteur sauvage et 2,1 nM sur le recepteur 
fluorescent et pour la NKA BO I: KI= 16 nM sur le recepteur sauvage et 
16 nM sur le recepteur fluorescent. Les meme mesures effectu6es avec 
Tantagoniste MEN 10,376 conduisent aux valeurs d* affinite: Kl= 53 nM sur le 
sauvage et KI= 61nM sur le recepteur fluoi^scent. 

II) Par transfer t d'dnergie : 

a) interactions entre la NKA BO I et le recepteur NK2R-RF1 a Tequilibre: 
Les cellules HEK293 exprimant le recepteur NK2R-RF1 sont placees en 
suspension a 1 000 000 cellules/ml dans le tampon physiologique Hepes (Hepes 
10 mM, NaCl 137,5 mM, MgCl2 1,25 mM, CaCl2 1,25 mM, KCl 6 mM, 
glucose 5,6 mM, NaH2P04 0,4 mM, BSA 0,1% (w/v), pH 7,4). Les cellules 
sont ensuite placees dans une cuve de fluorescence a une concentration pouvant 
varier de 100 000 a 1 000 000 cellules/ml. Un spectre d*emission de ces cellules 
est enregistr6 entre 490 et 600 nm (excitation 460 nm) puis la NKA BO I est 
ajoutee a une concentration finale de 100 nM. On enregistre a nouveau le 
spectre d 'emission de la solution. On ajoute ensuite un exces (1-10 /iM) de 
ligand non marque specifique du recepteur NK2R (NKA non marquee ou de 
SR 48968 (Sanofi recherche) ou du peptide cyclique, cyclo(-Gln-Trp-Phe-Gly- 
- Leu-Met), et on enregistre a nouveau le spectre d' emission de la solution. La 
Figure 9 montre les trois spectres superposes sur lesquels on d6tecte nettement 
une extinction de la fluorescence de la EGFP (pic a 510 nm) lors de T addition 
de NKA BO I et un retour a la fluorescence initiale lors de T addition 
subsequente de ligand non marque, on detecte aussi T apparition d'un pic a 550- 
560 nm lors de T addition du ligand fluorescent et une diminution de son 
intensite lors de T addition de ligand non marque. Ces resultats indiquent 
r occurrence d'un transfert d'energie entre le recepteur fluorescent et son ligand 
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fluorescent. Ce signal est renversable par addition d'un agent pharmacologique 
susceptible d'inhiber 1' interaction entre le ligand et son recepteur. L' addition de 
NKA non fluorescente siir des cellules exprimant le recepteur fluorescent 
NK2R-RF1 est sans effet sur le spectre d 'emission de fluorescence. 

b) Interactions entre la NKA BO I et le recepteur NK2R-RF1 en temps 

r6el : 

Les memes enregistrements peuvent etre effectues en temps reel. Pour 
cela, la longueur d'onde d* excitation est fix6e a 460 nm et la longueur d'onde 
d'emission a 510 nm. L'addition de NKA BO I sur une suspension de cellules 
entraine une diminution de T intensity de fluorescence a 510 nm et T addition 
subs6quente d'un excds de ligand non marque retablit la fluorescence a sa valfeur 
initiale (voir figure 10). La valeur finale de Tintensite de fluorescence peut etre 
superieure a la valeur initiale lorsque T absorption du ligand fluorescent 
contribue au signal. Ceci est observe avec la NKA BO I pour des concentrations 
superieures a 200 nM, lorsque la concentration en cellules est de I'ordre de 
5x105 a lxl06 cellules/ml. Enfin, I'addition de NKA non fluorescente au temps 
0 est sans effet sur Tintensite du signal mesure a 510 nM. 

20 c) Detection de T interaction entre le recepteur NK2R-RF1 et les ligands 

NKA TR et NKA Eos : 

La reproduction de T experience decrite en a) avec la NKA TR (figure 

Ua) ou la NKA Eos (figure lib) indique que la detection d*un signal 

d* interaction recepteur NK2R-RF1 ligand fluorescent n'est pas restreinte au 
25 couple EGFP-BODIPY mais peut aussi etre 6tendue aux couples EGFP- 

sulforhodamine 101 ou EGFP-Eosine, 

d) Experience de saturation de la liaison de NKA BO I a ses sites 
recepteurs : 

30 Etant donne que T amplitude du signal enregistre selon la description en 8b 

(figure 12) est proportionnel a la concentration de NKA BO I ajoutee, on peut 
effectuer une mesure de 1' amplitude du signal specifique en fonction de la 
concentration de ligand ajoute. La figure 12a montre la variation d'amplitude du 
signal lorsque la concentration de NKA BO I ajoutee varie de 0 a 256 nM, par 

35 addition successive d'aliquots d'une solution stock de 10-5 M sur une 
suspension de 1 ml de cellules a 106 cellules/ml dans le tampon physiologique 
Hepes. Le trait ement des donnees experimentales (figure 12b) permet d'extraire 
une valeur d'affinite de la NKA BO I (KD = 20-30 nM) en excellent accord 
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avec les mesures effectuees par deplacement d'un radioligand ainsi qu'il est 
decrit dans Texemple 5, I). • . 

e) Experience de competition : 
5 Les fragments de membrane contenant le recepteur NK2R-RP1 prepares 

selon ie precede decrit dans rexeriiple 3, section preparation de fragments de 
membranes, sont dilues dans le tampon Hepes (Hepes 10 mM, NaCl 137,5 mM, 
MgC12, 1,25 mM, CaC12 1,25 mM, KCl 6 mM, glucose 5,6 mM, NaH2P04 
0,4 mM, BSA 0,1% (w/v), pH 7,4) k raison de 20 /xL de membranes/ml. Des 

10 aliquots des membranes sont incubes en presence de NKA, MEN 10,376, de 
cyclo(-Gln-Trp-Phe-Gly-Leu-Met) ou de SR 48968 a differentes concentrations. 
Apres 30 minutes d* incubation, les echantillons sont places dans une cuve de 
spectrofluorimetrie et le signal engendre par addition de NKA BO I 25 nM est 
enregistre pendant 120 sec. a 510 nm, la longueur d'onde d 'excitation ay ant ete 

15 fixee a 470 nm. L' amplitude du signal evoque par T interaction entre le 
recepteur NK2R-RF1 et son ligand NKA BO I etant proportionnel au nombre de 
sites de liaison accessibles au ligand fluorescent, on peut etablir une courbe de 
deplacement de la NKA BO I par le ligand non fluorescent. 

On peut aussi proceder par melange simultane des fragments de membrane 

20 contenant le recepteur NK2R-RF1, le ligand NKA BO I et le ligand non 
marque. Le melange est ensuite incube pendant le temps necessaire a atteindre 
Tequilibre de liaison (30-60 min.) et la fluorescence est mesuree a 510 nm en 
fixant la longueur d'onde d' excitation a 470 nm. Les memes experiences 
peuvent etre effectuees avec des cellules entieres a la concentration de 250 000 a 

25 1 000 000 de cellules/ml. 

La figure 14 montre que T amplitude du signal de fluorescence mesure a 
510 nm (excitation 460 nm) decroit lorsque la concentration de molecule non 
fluorescente presente dans I'essai augmente. La courbe d* inhibition de la liaison 
de NKA Bo I permet d'estimer T affinity des molecules neurokinine A et 

30 SR48968 non fluorescentes. 

La figure 15 correspond a T experience decrite dans la figure 14, effectuee 
en presence de neurokinine A (NKA) ou de SR48968. 



35 EXEMPLE 6 : CLONAGE DE L'ADNC NK2R-RF1 DANS LE 

VECTEUR PPIC9 ET EXPRESSION DANS LA LEVURE PICHIA PASTORIS 
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a) Clonage : 

La partie de pCEP4-NK2R-RFl codant pour la proteine de fusion est 
amplifi6e par PGR (Current Protocols in Molecular Biology, op. cit.) en utilisant 
les amorces 

5 5'GGAGAGTTCCAACTCGAGAAAAGAAAGAAGGGCGAGGAG3' et 

5 • GTCAGCTGTTTCTGCGGCGCGCTA AGCCTGGGCCTT3 • 
permettant 1) la production d'un fragment de 1868nt codant pour la totalite de la 
proteine de fusion NF2R-EGFP a 1' exception du peptide signal et 2) le clonage 
en phase dans le vecteur d' expression de levure pPIC9 (invitrogen) avec la 

10 sequence codant pour le peptide signal du facteur alpha promoteur du gene 
AOXl. Les sites de clonage utilis6s sont respectivement XHoI pour I'extremite 
5' du produit d' amplification et Not 1 pour son extremitd 3' 

b) Expression : 

15 Les levures sont transformees avec le plasmide pPIC9-NK2R-RFl 

Iin6aris6 (StuI ou Sail) et mises en culture sur milieu MD sans histidine, prepar6 
selon les indications du manuel fourni avec le vecteur pPIC9 (inVitrogen). 
L'expression de la construction d'ADN introduite dans la cellules est induite par 
le Methanol. Pour cela, les colonies sont propag6es en milieu liquide (BMGY) 

20 pendant 24 h. puis transfer6es dans du milieu EMMY contenant 0.5% de 
methanol permettant Tinduction de l'expression de la construction d'ADN 
NK2R-RF1. Des aliquots de ces cultures sont preleves et les clones exprimant la 
proteine fluorescente sont identifies par mesure des spectres d' excitation et 
d' emission de la EGFP. 



25 



30 



KXF.MPLE 7 : CONSTRUCTION D'ADN CODANT POUR LE RECEPTEUR 
MUSCARINIQUE DE L' ACETYLCHOLINE FUSIONNE AVEC LA EGFP 
ET EXPRESSION DANS LES CELLULES MAMMIFERES. 



I) Clonage : le fi^gment d'ADNc codant pour le r6cepteur humain 
muscarinique Ml (Genbank Accession N° X15263) est amplifi6 par PGR 
(Current Protocols in Molecular Biology, op.cit.) en utilisant les amorces : 
5'TTAGTTCTAAACTAGCGGCCGCACTAGTCCTCCATGAACACTTCAGC 

35 CCCA3' et 

5 • CTTGAACCTATAGCT AGCCTCG AGTC AGC ATTGGCGGGAGGG3 ' . 

Le fragment de 1383 nt obtenu est olive par les enzymes Not I (en 5') et 
Xho I (en 3') et ligue avec le vecteur KS ouvert par les memes enzymes 
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(fragment de 2888nt) pour conduire a la construction KS-hMl, ou ligue avec le 
vecteur pCEP4 ouvert par les memes enzymes pour conduire a la construction 
pCEP4-hML 

. La construction KS-hMl est utilisee pour la production d'ADN simple 
brin (Current Protocols in Molecular Biology, op.cit.) et I'obtention de mutants. 

II) fusion de la EGFP en N-terminal du recepteur hMl. 
L'oligonucleotide S'CCTGCTGTGTCAGATCTCATCACCGTGCS' est 

utilise, conjointement avec les reactifs du kit de mutagenese Sculptor 
(Amersham) pour produire un mutant permettant la fusion en position 13 de la 
sequence codante du recepteur hMl grace T introduction d'un site de 
restriction pour 1' enzyme Bgl II. 

Le mutant obtenu est digere par les enzymes Bgl II et Xho I et le fragment 
de 1354 nt engendre, est ligue avec le fragment Not I - Bgl II, 812 nt, de 
pCEP4-NK2R-RFl, et le vecteur pCEP4 ouvert par les enzymes Not I et Xho I, 
pour conduire a la construction d'ADN pCEP4-hMl-RFL 

III) expression de la proteine de fusion hMl-RFl. 

Le plasmide pCEP4-hMl-RFl est introduit dans des cellules HEK 293 par 
transfection au phosphate de calcium ou dans des cellules Cos 1 par 
electroporation (Current Protocols in Molecular Biology, op.cit.). 

L' expression de la proteine est detectee comme decrit plus haut. 

IV) synthese et purification du ligand muscarinique ABT-Bodipy. 
L'ABT base (3-[2'-aminobenzhydryloxy]tropane) est mis en solution dans 

la DMF (10 mM). 20 /xl de cette solution (0.2 ^Moles) sont melanges avec 4 ^1 
d'une solution 100 mM de Bodipy -I A et laisses a temperature ambiante pendant 
20 h. Le produit de la reaction est purifie par HPLC (Gilson) sur une colonne 
de phase inverse Z5C8 25F (Zorbax) sur laquelle on developpe un gradient 
lineaire de 10 a 95% solvant B en 60 minutes (A: H2O 0.1% TEA; B: CH3CN 
0.1% TFA) avec un debit de 1 ml/min. Les longueurs d'ondes de detection sont 
fix6es a 219 nm (peptide) et 530 nm (fluorophore). Le produit elue (ABT Bo) au 
temps 34 min. (Figure 7) est collecte, concentr6 par 6vaporation et resuspendu 
dans de la DMF. 

V) fusion de la EYFP en N-terminal du recepteur hMl et d6tection de 
r interaction avec la pirenzepine-bodipy 558/568. 
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Cette construction est r6alis6e de maniere identique a la construction 
decrite au point II. 

Les interactions de la proteine de fusion avec son ligand sont effectuees a 
I'aide du ligand pirenzepine-bodipy dans lequel le groupe fluorescent correspond 
au bodipy 558/568 (4,4-difluoro-5-(2-thi6nyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3- 
propionic acid). 

FXEMPLE 8 : CONSTRUCTION D'ADN CODANT POUR DES 
RECEPTEURS NICOTINIQUES FLUORESCENTS 

a) Constriiction d'ADN codant pour la fusion de la EGFP dans la region 
MIR du r6cepteur a7-V201-5HT3. 

Le plasmide pJL223 (Eisel6 et al. 1993, Nature 3^:479-483) contient le 
gene de la prot6ine a7-V201-5HT3 qui forme un recepteur canal active par 
r acetylcholine et la nicotine lors de son expression dans des ovocytes de 
X6nope. I'ADNc codant est compris entre les sites Not I et Xho I du vecteur 
pMT3 (Swick, A.G. et al. 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. £9:1812-1816). 

L'insert Not I - Xho I de 1424 nt est clone entre les sites Not I et Xho I du 
vecteur Bluescript et le plasmide obtenu (KS 223) sert de matrice a la 
production d'ADN simple brin. 

L ' oligonucl6otide 

5 • CAGATCATTAGTTGTACAGGAAAGATCTTGAGGATCCTGGAGTGAA 
G3' 

est utilis6 pour introduire, sur KS223, les sites de restriction pour les enzymes 
Bsrg I, Bgl II et BamH I dans la m6me phase que celle des sites identiques 
port6s par le plasmide pEGFP-C3. La mutation est introduite au niveau d'une 
r6gion du recepteur appel6e MIR (Major Immunogenic Region, Barkas et al. 
1987, Science, 225:77-80) entre les acides amines 63 et 64. 

Les fragments Not I-BsrG I (267 nt) et Bgl Il-Xho I (1147 nt) de ce 
mutant de KS 223 sont ligues avec le fragment BsrG I-Bgl II (721 nt) de 
pEGFP-C3 et le vecteur pCEP4 ouvert par les enzymes Not I et Xho I, pour 
conduire k la construction d'ADN pCEP4-223-RFl. 

Les fragments Not I-BsrG I (267 nt) et BamH I-Xho I (1138 nt) de ce 
mutant de KS 223 sont ligues avec le fragment BsrG I-BamH I (772 nt) de 
pEGFP-C3 et le vecteur pCEP4 ouvert par les enzymes Not I et Xho I, pour 
conduire a la construction d'ADN pCEP4-223-RF2. 
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b) Construction d'ADN codant pour la fusion de la EGFP dans la region 
cytoplasmique du recepteur a7-V201-5HT3, 

L'ADNc' codant pour la proteine a7-V201r5HT3 contient dans son 
domaine cytoplasmique les sequences des sites Avr II et Pst I respectiVement en 
5 phase et cohesive avec les sequences clivees par les enzymes Nhe I et Pst I du 
plasmide pEGFP-C2 (ClonTech) et permettent I'cbtention d'un proteine de 
fusion contenaht la sequence de le EGFP dans le domaine cytoplasmique de la 
proteine a7-V201-5HT3. 

La construction d'ADN codant pour cette proteine de fusion est done 
10 obtenue par ligation des fragments Not I-Avr II (1036 nt) et Pst I - Xho I (286 
nt) de KS 223 avec le fragment Nhe I - Pst I (774 nt) de pEGFP-C2 et le vecteur 
pCEP4 ouvert par les enzymes Not I et Xho I pour conduire a la construction 
pCEP4-223-RF3. 

Les constructions pCEP4-223-RFl, -RF2, et -RF3 sont ensuite exprimees 
15 dans des cellules HEK 293 ainsi que decrit plus haut. 

EXEMPLE 9 : CONSTRUCTION D'ADN CODANT POUR UN 
RECEPTEUR DES CHIMIOKINES FLUORESCENT 

20 

Le cDNA codant pour le recepteur CCR5 humain des chimiokines 
(numero d'acces Genbank : U54994) est amplifie a Taide des oligonucleotides 
5 ' GGCCCA AGCTTATGTCAGGATCCGGGGAT3 ' et 
5'CGCCCGCTCGAGTCACAAGCCCACAGATAT puis clone dans le vecteur 
25 Bluescript KS ouvert par T enzyme de restriction Eco RV. 

L'insert est excise par les enzymes Hind III ou BamHl (5') et Xho I (3') 
(fragment 1) pour etre clone en phase avec le cDNA codant pour la EGFP ou la 
ECFP. 

La ftision en phase de la EGFP ou la ECFP avec le peptide signal du 
30 plasmide pJL223 (exemple 1) et le gene codant pour le recepteur CCR5, est 
effectuee de la maniere suivante. Le plasmide pJL223 est ouvert par T enzyme 
de restriction Age I puis rendu franc par melange avec la Klenow et des 
nucleotides. Le fragment s'etendant jusqu'au site Xho I est ensuite 61imine 
(coupure Xho I) (fragment 2). 

35 

Les plasmides pEGFP-C3 et pECFP-C3 sont ouverts par Tenzyme Age I 
et les extremites sont rendues franches. Les inserts Age I franc- Hind III et Age 
I franc- Xho I (fragments 3) sont ligues avec les fragments 1 et 2 pour donner 
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lieu au constructions KS-SP EGFP-Hind III-CCR5, KS-SP EGFP-Xho I-CCR5, 
KS-SP ECFP-Hind III-CCR5 et KS-SP ECFP-Xho 1-CCR5. Les ADNs 
correspondant aux sequences SP EGFP-Hind III-CCR5, SP EGFP-Xho I-CCR5, 
SP ECFP-Hind I11-CCR5, et SP ECFP-Xho I-CCR5 sont excises par Not I et 
Xho I puis clones dans le vecteur pCEP4 ouvert pas les memes enzymes. 

La figure 16 montre le spectre d'emission de cellules HEK 293 
transfectdes et expriraant le r6cepteur EGFP-Hind III-CCR5. et la figure 17 
montre la reponse de lib6ration de calcium intracellulaire de cellules exprimant 
la construction d'AND EGFP-HindCCR5. 



WO 98/55873 




15 



F.XF.MPLE 10 : CONSTRUCTION D'ADN CODANT POUR LA 
CHIMIOKINE HUMAINE RANTES FLUORESCENTE 

L'ADNc codant pour la chimiokine RANTES humaine (numero d'acces 
Genbank M21121) est synth6tise par PCR r6cursive a I'aide des oligonucleotides 

1 5'GTTGACAAGCTTCGGGATCCA3' 

2 5 • AGC ACAG AGGGCAGTAGCAATGAGGATGACAGCG 
AGGCGTGCCGCGGAGACCTTCATTGGATCCCGAAGCTTGTCAAC3' 

3 5 ' ATTGCTACTGCCCTCTGTGCTCCTGCATCTGCCTCC 

25 CCATATTCCTCGGACACCACACCATGCTGCTTCGCCTACATT3 ' 

4 5 • GC ACTTGCCACTGGTGTAGAAATACTCCTTGATGTGG 
GCACGGGGCAGTGGGCGGGCAATGTAGGCGAAGCAGCATGG3' 



20 



30 



35 



5 5 • GCACTTGCCACTGGTGTAGA AATACTCCTTGATGT 
GGGCACGGGGCAGTGGGCGGGCAATGTAGGCGAAGCAGCATGG3* 

6 5 • CTAGCTCATCTCCAGCGAGTTGATGTACTCCCGAACC 
CATTTCTTCTCTGGGTTGGCACAAACTTGACG3' 

7 5 ' A ACTCGCTGGAGATGAGCTAGGCGGCCGCTCG 
AGGTCGACCTAGTCACTA3 ' 
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8 5TAGTGACTAGGTCGACCTCGA3' 

selon les protocoles decrits dans Prodromou & Pearl, Protein Engineering 
Vol 5, pp 827-829, 1992, puis clone dans le vecteur Bluescript KS ouvert par 
EcoRV. . . 

Les ADN codant respectivement pour la chimiokine RANTES (fragment 
Hind III - Not I ou Bam HI-Not I) et pour la proteine fluorescente jaune 
(fragments Age I franc - Bam HI ou Age I franc - Hin Dill du plasmide pEYFP- 
C3) sent clones en phase avec le peptide signal de T alpha-mating factor de 
levure entre les sites Sna BI et Not I du vecteur pPIC 9^ pour conduire aux 
constructions pPIC9-EYFP- Hindlll-RANTES et pPIC9-EYFP-Bam HI- 
RANTES. 

La figure 18 montre un immunoblot revelant T expression de la 
construction EYFP- Hindlll-RANTES dans un surnageant de culture de levure 
pichia pastoris transformee par le plasmide pPIC9-EYFP- Hindlll-RANTES, et 
d6tectee a Taide d'une anticorps anti-GFP. 

EXEMPLE 1 1 : IDENTIFICATION DE NOUVEAUX LIGANDS POUR 
DES RECEPTEURS ORPHELINS 

1) ftision de la EGFP avec Textremite carboxyterminale du recepteur 
NK2R des tachykinines. 

TADNc codant pour le recepteur NK2R compris dans le plasmide pKS 
NK2R (exemple 1) est clive par T enzyme Age L L'extremite 5' depassante 
obtenue est rendu franche a Taide de nucleotides et de la Klenow polymerase, 
L'ADN linearise est cliv6 par T enzyme Not I pour produire un fragment de 
1045 nt (fragment a). 

Le plasmide pEGFP-C3 est ouvert a Taide de 1' enzyme Age I puis rendu 
franc. II est ensuite clive par T enzyme Xho I pour conduire a un fragment b, de 
739 nt. 

Les fragments a et b sont ligues avec le vecteur pCEP4 ouvert par les 
enzymes Not I et Xho I pour conduire au plasmide pCEP4-NK2R-AgeI-EGFP. 

2) fiasion de la proteine fluorescente EYFP avec Textremite 
aminoterminale de la sous-unite alpha de la prot6ine Gq de souris. 
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L'ADNc codant pour la sous-unite alpha de la proteine Gq de souris 
(Genbank accession N" M55412) est amplifiee par PGR a I'aide des 
roligonucl6otides' , 

5'GCGGCCGCATGGGGGATCCTACTCTGGAGTCCATCATGGCG et 5' 
5 ' CCGCTCGAGTTAATCTAGAAGGACCAGATTGTACTCCTTCAGG afm 
d'introduire des sites Not I et Bam HI en 5' et des sites Xho I et Xba 1 en 3' du 
gene codant pour la sous-unite alpha de la proteine Gq. 

Le produit PGR obtenu est clon6 dans le vecteur KS ouvert par Eco RV. 
Le cDNA codant pour la sous-unite alpha Gq est excis6 par les enzymes 
10 BamHl et Xba 1 et ligu6 dans le plasmide pEYFP-C3 ouvert par les enzymes 
Bgl II et Xba I pour conduire au plasmide pEYFP-Bgl II-Gq . 

3) coexpression du r6cepteur NK2R-Age I-EGFP et de la prot6ine EYFP- 
Bgl II-Gq . 



15 



Des cellules HEK293 sent transfect6es a I'aide des plasmides pEYFP-Bgl 
II-Gq ou pCEP4-NK2R-AgeI-EGFP epEYFP-Bgl II-Gq Les cellules exprimant 
le produit des genes du plasmide pCEP4 sont selectionnees a I'aide de 
I'antibiotique hygromycine B, celles qui expriment les produits du gene du 
20 plasmide pEGFP modifie sont s61ectionnees a I'aide de n6omycine. 

4) tests de fonctionnalit6 de la proteine Gq fluorescente. 

lis sont effectu6s par le biais d' etudes fonctionnelles de liberation de 
calcium. La surexpression de proteines G entraine une augmentation de 
25 r amplitude des reponses calciques. 

5) les cellules exprimant la prot6ine Gq de maniere stable sont transfect6es 
a I'aide d'un plasmide d'expression codant pour un recepteur orphelin. L'effet 
de molecules est mesure par fluorescence a 405 nm en excitant la suspension de 

30 cellules a 355 nm. 
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REV ENDI CATIONS 

1. Utilisation d'une proteine fluorescente choisie parmi les proteines 
fluorescentes issues ou derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coefficient d' extinction moleculaire est superieur a environ 
MOOOM'^cm"^ et le rendement quantique de fluorescence est superieur a environ 
0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition, deletion ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 
conservent la propriet6 de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, 
sous reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

pour la detection et la quantification d' interactions non covalentes entre une 
prot6ine cible marquee par voie g6n6tique par la GFP ou Tun des variants ci- 
dessus definis ou Tun des fragments ci-dessus d6fmis et Tun de ses ligands 
marque par un marqueur constitu6 : 

- soit par une molecule susceptible d' absorber la lumiere emise par 
la proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 

cette detection et quantification ay ant lieu par transfert d'energie de 
fluorescence: 

. entre la GFP ou Tun des variants defmis ci-dessus, ou Tun des 
fragments definis ci-dessus et la susdite substance fluorescente, la 
substance fluorescente etant telle que soit elle est excitable a la 
longueur d'onde d' emission de la GFP ou de Tun des susdits 
variants, ou de I'un des susdits fragments, soit elle emet a la 
longueur d'excitation de la GFP, ou de Tun des susdits variants, ou 
de Tun des susdits fragments, ou 

. entre la GFP ou Tun de ses variants defmis ci-dessus, ou Tun des 
fragments d6finis ci-dessus, et la susdite molecule susceptible 
d* absorber la lumiere 6mise par la proteine fluorescente. 

2. Utilisation d'un ligand marque par un marqueur constitue : 

- soit par une mol6cule susceptible d' absorber la lumiere emise par 
la proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente. 
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pour la detection et la quantification d' interactions non covalentes entre une 
proteine cible et le susdit ligand, ladite proteine cible etant marquee par voie 
genetique par'unfe proteine fluorescente choisie parmi les proteines fluorescentes 
issues ou derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient 
5 d' extinction moleculaire est superieur a environ 14000M'*cm'^ et le rendement 
quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie 
parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants d6riv6s de la GFP, par addition, d616tion ou 
10 substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 

conservent la propriety de fluorescence, 

- du des fragments de la GFP. ou de fragments des susdits variants, 
sous reserve que ces fragments conservent la propri6te de fluorescence, 

cette detection et quantification ay ant lieu par transfert d'energie de 

15 fluorescence: 

. entre la GFP ou Tun des variants definis ci-dessus, ou Tun des 
fragments definis ci-dessus et la susdite substance fluorescente, la 
substance fluorescente etant telle que soit elle est excitable a la 
longueur d'onde d' emission de la GFP ou de Tun des susdits 

20 variants, ou de Tun des susdits fragments, soit elle emet a la 

longueur d'excitation de la GFP, ou de Tun des susdits variants, ou 
de I'un des susdits fi-agments, ou 

entre la GFP ou Tun de ses variants definis ci-dessus, ou Tun des 
fragments d6finis ci-dessus, et la susdite mol6cule susceptible 

25 d' absorber la lumiere emise par la proteine fluorescente. 

3. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle la proteine 
fluorescente est choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP ou EGFP), 
30 - la proteine fluorescente cyan (CFP ou ECFP), 

- la proteine fluorescente jaune (YFP ou EYFP), 

- GFPUV, 

ou leurs mutants dans lesquels les codons sont optimises pour 1' expression dans 
les cellules humaines, bacteriennes ou vegetales, 
35 ou leurs mutants presentant des longueurs d'excitation ou d' emission plus 
elevees ou plus faibles que celles associees aux proteines defmies ci-dessus, sous 
i-^serve que leur coefficient d' extinction moleculaire soit superieur a environ 
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MOOOM'^cm'* et leur rendement quantique de fluorescence soil superieur a 
environ 0,38. • , 

4. Utilisation d'une proteine fluorescente (n° 1) selon Tune des 
5 revendications 1 ou 3, dans laquelle le ligand est marque 

. * soit par une substance fluorescente, le marquage etant : 

- soit effectue par voie chimique, la substance fluorescente 6tant 
alors un compost chimique, 

- soit effectue par voie recombinante, la substance fluorescente 
10 etant alors un peptide ou une proteine fluorescente (n"* 2), et pouvant fitre 

notamment choisie parmi les prot6ines fluorescentes issues ou derivees de 
proteines autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d' extinction 
moleculaire est superieur a environ MOOOM 'cm"^ et le rendement quantique de 
fluorescence est sup6rieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 
15 - la prot6ine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 
conservent la propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, 
20 sous reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

* soit par une substance non fluorescente appartenant au groupe des acides 
violets [Acid Violet 5, CAS 10130-48-0 ; Acid Violet 7, CAS 4321-69-1 ; Acid 
Violet 17, CAS 4129-84-4], acides rouges [Acid Red 1, CAS 3734-67-6 ; Acid 
Red 8, CAS 4787-93-3 ; Acid Red 37, CAS 6360-07-2 ; Acid Red 40, CAS 
25 12167-45-2 ; Acid Red 106, CAS 6844-74-2 ; Acid Red 114, CAS 6459-94-5], 
les alizarines, Taluminon, Tazpcarmine B [CAS 25360-72-9], la fuschine 
basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], le Bordeaux R [Acid Red 17, CAS 5858- 
33-3], la Carmine [CAS 1390-65-4]. 

30 5. Utilisation d'une proteine fluorescente selon I'une des revendications 

1, 3 ou 4 dans la quelle la proteine cible et le ligand sont marques par voie 
genetique, la proteine fluorescente et la substance fluorescente 6tant 
respectivement choisies parmi les couples de composes suivants : 
GFPUV - EYFP 
35 EYFP -GFPUV 

ECFP - EYFP 
EYFP - ECFP 
ECFP - EGFP 



BNSDOCID: <WO 9855873A2_L> 



wo 98/55873 




PCT/FR98/01136 



EGFP - ECFP 
EGFP-EYFP 
EYFP - EGFP 

et notamment dans laquelle la proteine cible est marquee par la proteine 
5 EYFP ou EGFP et le ligand est marque par la proteine ECFP, ou la proteine 
cible est marquee par la proteine ECFP et le ligand est marque par la proteine 
EYFP ou EGFP. 

6. Utilisation selon la revendication 1 d*une proteine fluorescente 
10 choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou deriv6es de proteines 
autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d' extinction moleculaire est 
superieur a environ 14000M"' cm'^ et le rendement quantique de fluorescence est 
superieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

15 - des variants deriv6s de la GFP, par addition, deletion ou 

substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 
conservent la propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, 
sous reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

20 pour la detection et la quantification d' interactions non covalentes entre 

une proteine cible marquee par voie genetique par la GFP ou I'un des variants 
ci-dessus definis ou Tun des fragments ci-dessus definis et Tun de ses ligands 
marque par une substance fluorescente, cette detection et quantification ayant 
lieu par transfert d'energie de fluorescence entre la GFP ou Tun des variants 

25 definis ci-dessus, ou Tun des fragments definis ci-dessus et la susdite substance 
fluorescente, la substance fluorescente aant telle que soit elle est excitable a la 
longueur d*onde d'emission de la GFP ou de Tun des susdits variants, ou de 
Tun des susdits fragments, soit elle emet a la longueur d^onde d'excitation de la 
GFP, ou de run des susdits variants, ou de I'un des susdits fragments. 

30 

7. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6, dans laquelle la 
proteine fluorescente est EGFP et dans laquelle : 

- soit la EGFP est donneur d'energie de fluorescence et le 
marqueur absorbant la lumiere emise par la EGFP est une substance 

35 fluorescente ou non, et le marqueur etant choisi parmi des substances, dont le 
spectre d* excitation chevauche le spectre d'emission de la EGFP, et notamment 
dans le cas oil le marqueur est une substance fluorescente, il est choisi parmi : le 
4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-dia2a-s-indacene (Bodipy), I'eosine, I'erythrosine, la 
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tetramethylrhodamine, la sulforhodamine 101. commercialisee par Molecular 
probe sous la denomination Texas Red, et leurs derives permettant d'une part le 
greffage et, d'autre part, dont le spectre d'excitation recouvre le spectre 
d*emission de EGFP, 

5 et dans le cas ou le marqueur n'est pas une substance 

fluorescente, il est choisi parmi le groupe des acides violets [Acid 
' Violet 5, CAS 10130-48-0 ; Acid Violet 7, CAS 4321-69-1 ; 
Acid Violet 17, CAS 4129-84-4], acides rouges [Acid Red 1, 
CAS 3734-67-6 ; Acid Red 8, CAS 4787-93-3 ; Acid Red 37, 
10 CAS 6360^07-2 ; Acid Red 40, CAS 12167-45-2 ; Acid Red 106, 

CAS 6844-74-2 ; Acid Red 114, CAS 6459-94-5], les alizarines, 
raluminbn, razocarmine B [CAS 25360-72-9], la fuschine 
basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], le Bordeaux R [Acid Red 
17, CAS 5858-33-3], la Carmine [CAS 1390-65-4], 
15 - soit la EGFP est accepteur d'energie de fluorescence et la 

substance fluorescente est donneur d'energie de fluorescence et est choisie parmi 
des substances, dont le spectre d' Emission chevauche le spectre d'excitation de 
la EGFP, et notamment parmi : les coumarines, la fluorescamine, le 
6-(N-methylanilino)riaphtalene, (mansyl) et leurs derives permettent d'une part 
20 le greffage et, d'autre part, dont le spectre d 'emission recouvre le spectre 
d'excitation de EGFP, 

- ou soit la proteine fluorescente est ECFP et est donneur d'energie 
de fluorescence et la substance fluorescente est accepteur d'energie et est choisi 
parmi la fluoresceYne et le 7-nitrobenz-2-oxa-l,3-dia2ole, 

25 - ou soit la proteine fluorescente est ECFP et est accepteur 

d'energie de fluorescence et la substance fluorescente est donneur d'energie et 
est choisie parmi le pyrene ou la coumarine ou leurs derives permettant d'une 
part le greffage, et, d'autre part, dont le spectre d 'emission chevauche le spectre 
d'excitation de la ECFP. 

30 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, dans laquelle la 
prot6ine cible est choisie parmi : 

- les r6cepteurs membranaires couples a la prot6ine G, notamment 
dans Supplement Trends in Pharmacological Sciences, 1997 {Receptor and ion 

35 Channel Nomenclature), 

- les recepteurs des facteurs de croissance, notanmient ceux qui 
sont structurellement relies au recepteur de I'insuline (Yarden. Y. and Ullrich, 
A. 1988, Biochemistry 22:3113-3119) ou au recepteur de I'interferon 7 (Brisco, 
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J. et al. 1996, Phylos. Trans. R. Soc. Lond. B. BioL Sci. 251:167-171 ; Ihle, 
J.N. 1995, Nature 377:591-594), 

- les'* recepteurs canaux, notamment dans Supplement Trends in 
Pharmacological Sciences, 1997 {Receptor and ion Channel Nomenclature), 

- les recepteurs nucleaires intracellulaires, notamment ceux qui sont 
structiirellement relies au recepteur des steroid6s (Mangelsdorf et aL 1995, Cell, 
52:835-839 ; Wurtz, J.L, et al 1996, Nature Struct. Biol. 2:206). 

9. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 8, dans laquelle la 
proteine cible est choisie parmi les recepteurs membranaires couples a la 
proteine G. 

10. Proc6de de detection et de quantification d' interactions non 
covalentes entre une proteine cible, notamment un recepteur, et Tun de ses 
ligands, caracterise en ce que : 

- on prepare des cellules soit des fragments de cellules exprimant 
une sequence d'ADN comprenant le gene codant pour une proteine fluorescente 
fusionnee avec le gene de la proteine cible, la fusion entre le gene de la proteine 
fluorescente et le gene de la susdite proteine cible etant telle que les proprietes 
de la proteine cible, notamment du recepteur, ne sont pas modifiees par la 
presence de la proteine fluorescente, a savoir : 

* r interaction entre la proteine cible, notamment le recepteur, et le 
ligand n'est pas modifi6e, 

* la fonction de transduction de la reponse n'est pas modifiee, la 
proteine fluorescente etant choisie parmi les proteines fluorescentes 
issues ou deriv6es de proteines autofluorescentes de cnidaires, dont 
le coefficient d' extinction moleculaire est superieur a environ 
MOOOM'^cm' et le rendement quantique de fluorescence est 
sup6rieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- la prot6ine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou 
substitution d*un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 
conservent la propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, 
sous reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

- on met en presence les susdites cellules ou les susdits fragments 
de cellules avec un ligand de la susdite proteine cible, notamment du susdit 
recepteur, marque par un marqueur constitue : 
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- soit par une molecule susceptible absorber la lumiere 6mise par 
la proteine fluorescente, * " • 

- sOit 'par une substance fluorescente, 

et soit la proteine fluorescente etant donneur d'energie de fluorescence et le 
marqueur etant accepteur d'energie de fluorescence, ou soit la proteine 
fluorescente etant accepteur d'energie de fluorescence et le marqueur etant une 
substance fluorescente donneur d'energie de fluorescence, et 

- on irradie a une longueur d'onde permettant soit d' exciter la 
proteine fluorescente, soit d 'exciter la substance fluorescente, 

- les susdites etapes de mise en presence et d' irradiation pouvant 
etre effectu6es soit simultanement, soit I'une apres 1* autre, ou 

- on met en presence les susdites cellules ou les susdits fragments 
de cellules avec un ligand de la susdite proteine, notamment du susdit recepteur, 
marque par un marqueur, les cellules ou le ligand ayant ete irradies 
prealablement a leur mise en presence, 

- on detecte soit une diminution d' amplitude de remission du 
donneur et/ou un signal d'emission caracteristique de remission de I'accepteur. 

11. Procede de detection et de quantification d' interactions non 
covalentes entre une proteine cible, notamment un recepteur, et Tun de ses 
ligands, caracterise en ce que : 

- on prepare une proteine fluorescente fusionnee avec une proteine 
cible dont on veut determiner 1' interaction proteine-Iigand, la fusion entre la 
proteine fluorescente et la susdite proteine cible etant telle que les proprietes de 
la proteine, notamment du recepteur, ne sont pas modifiees par la presence de la 
proteine fluorescente, a savoir : 

* r interaction entre la proteine cible, notamment le recepteur, et le 
ligand n'est pas modifiee, 

* la fonction de transduction de la reponse n'est pas modifiee, 

la prot6ine fluorescente etant choisie parmi les prot6ines fluorescentes issues ou 
derivees de prot6ines autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient 
d'extinction mol6culaire est sup6rieur a environ 14000M"^cm'^ et le rendement 
quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, notanmient choisie 
parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 
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- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 
conservent la propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, 
5 sous reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

- on met en presence la susdite proteine fluorescente fiisionnee avec 
la proteine cible avec un ligand de la susdite proteine, notamment du susdit 
recepteur, ce ligand etant marque par un marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d' absorber la lumiere emise par 
10 la proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 

et soit la proteine fluorescente etant donneur d'energie de fluorescence et le 
marqueur 6tant accepteur d'energie de fluorescence, ou soit la proteine 
fluorescente 6tant accepteur d'energie de fluorescence et le marqueur est une 
15 substance fluorescente donneur d'6nergie de fluorescence, et 

- on irradie a une longueur d'onde permettant soit d' exciter la 
prot6ine fluorescente, soit d* exciter la substance fluorescente, 

- les susdites etapes de mise en presence et d* irradiation pouvant 
6tre effectuees soit simultanement, soit Tune apres 1' autre, ou 

20 - on met en presence la susdite proteine fluorescente fusionnee avec 

la proteine cible avec un ligand de la susdite proteine, notamment du susdit 
recepteur, ce ligand etant marque par un marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d' absorber la lumiere emise par 
la proteine fluorescente, 

25 - soit par une substance fluorescente, 

la proteine fluorescente fusionnte avec la proteine cible ou le ligand ayant ete 
irradi6s prdalablement a leur mise en presence, 

- on d6tecte soit une diminution d' amplitude de Tfimission du 
donneur et/ou un signal d' emission caract6ristique d*6mission de T accepteur. 

30 

12. Procede selon Tune des revendication 10 ou 11, dans lequel on 
introduit une etape supplementaire : 

- avant ou apres, ou simultanement a T etape de mise en presence de 
la proteine fluorescente fusionn6e avec la proteine cible et d'un ligand de la 

35 susdite proteine, ce ligand etant marque par un marqueur, ou 

- avant, ou apres, ou simultanement a 1' etape de mise en presence 
de cellule ou de fragments de cellules et d'un ligand de la susdite proteine, 
marque par un marqueur, 
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cette etape supplementaire consistant : 

- soit a mettre la susdite proteine fluorescente fusionnee avec la 
proteine cible ' en' presence du susdit ligand non marque et simultanement du 
susdit ligand marque, 

- soit a mettre en presence les susdites cellules ou les susdits 
fragments de cellules en presence simultanee du susdit ligand non marque et du 
susdit ligand marque, 

- on detecte soit une diminution d' amplitude de remission du 
donneur et/ou un signal d'emission caracteristique de remission de Taccepteur, 
respectivement dans le cas de T utilisation du ligand marque et dans le cas de 
Tutilisation simultan6e du ligand marque et du ligand non marque, 

- et on compare soit les diminutions d* amplitude de remission du 
donneur respectivement obtenues et/ou les signaux d'emission caracteristiques 
de remission de raccepteur respectivement obtenus. 

13. Proc6d6 selon la revendication 12, dans lequel la proteine 
fluorescente est EGFP et dans lequel : 

- soit la EGFP est donneur d'energie de fluorescence et le 
marqueur est accepteur d*energie de fluorescence et est choisie parmi des 
substances, dont le spectre d' excitation chevauche le spectre d'emission de la 
EGFP, et notamment dans le cas oil le marqueur est une substance fluorescente, 
il est choisi parmi : le 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (Bodipy), 
I'eosine, I'erythrosine, la tetramethylrhodamine, la sulforhodamine 101 
commercialisee par Molecular probe sous la denomination Texas Red, et leurs 
derives permettent d'une part le greffage et, d 'autre part, dont le spectre 
d' excitation recouvre le spectre d'emission de EGFP, 

et dans le cas ou le marqueur n'est pas une substance 
fluorescente, il est choisi parmi le groupe des acides violets [Acid 
Violet 5, CAS 10130-48-0 ; Acid Violet 7, CAS 4321-69-1 ; 
Acid Violet 17, CAS 4129-84-4], acides rouges [Acid Red 1, 
CAS 3734-67-6 ; Acid Red 8, CAS 4787-93-3 ; Acid Red 37, 
CAS 6360-07-2 ; Acid Red 40, CAS 12167-45-2 ; Acid Red 106, 
CAS 6844-74-2 ; Acid Red 114, CAS 6459-94-5], les alizarines, 
raluminon, I'azocarmine B [CAS 25360-72-9], la fuschine 
basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], le Bordeaux R [Acid Red 
17, CAS 5858-33-3], la Carmine [CAS 1390-65-4], 

- soit la EGFP est accepteur d'energie de fluorescence et la 
substance fluorescente est dormeur d'energie de fluorescence et est choisie parmi 
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des substances, dont le spectre d' emission chevauchc le spectre d' excitation de 
la EGFP, et notamment parmi : les coumarines, la fluorescamine, le 6-(N- 
methylanilino)naphtalene, (mansyl) et leurs derives permettent d'un? part le 
greffage et, d'autre part, dont le spectre d'emission recouvre le spectre 
d'excitation de EGFP. 

14. Precede selon Tune des revendications 10 a 13, dans lequel la 
prot6ine dont on veut determiner 1' interaction proteine-ligand est choisie parmi: 

- les recepteurs membranaires couples a la proteine G, notamment 
dans Supplement Trends in Pharmacological Sciences, 1997 {Receptor and ion 
Channel Nomenclature), 

- les recepteurs des facteurs de croissance, notamment ceux qui 
sont structurellement relies au recepteur de Tinsuline (Yarden, Y. and Ullrich, 
A. 1988, Biochemistry 27:3113-3119) ou au recepteur de Tinterferon y (Brisco, 
J. et aL 1996, Phylos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci, 251:167-171 ; Ihle, 
J.N. 1995, Nature 2ZZ:591-594), 

- les recepteurs canaux, notamment dans Supplement Trends in 
Pharmacological Sciences, 1997 (Receptor and ion Channel Nomenclature), 

- les recepteurs nucleaires intracellulaires, notamment ceux qui sont 
structurellement relies au recepteur des steroides (Mangelsdorf al. 1995, Cell, 
S3:835-839 ; Wurtz, J.L. et aL 1996, Nature Struct. Biol. 3:206). 

15. Procede selon Tune des revendications 10 a 14, dans lequel la 
proteine fluorescente est la EGFP et la substance marquee est le Bodipy et dans 
lequel on detecte soit la diminution d'amplitude d'emission de la EGFP, soit le 
signal d'emission du Bodipy resultant du transfert d'energie, la longueur d^onde 
d'irradiation correspondant a la longueur d'onde d'excitation de la EGFP. 

16. Procede selon Tune des revendications 10 a 15, dans lequel la 
proteine fluorescente est la EGFP et la substance marquee est une coumarine et 
dans lequel on detecte soit la diminution d' amplitude de la coumarine, soit le 
signal d'emission de la EGFP resultant du transfert d'energie, la longueur 
d'onde d' irradiation correspondant a la longueur d'onde d'excitation de la 
coumarine. 
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17. Proc6de selon I'une des re vend icat ions 10 a 16, dans lequel la 
proteine fluorescente est fiisionnee du cote N-terminal et la proteine cible, 
notamment le recepteur, est fusionn6 du cote C-terminal. 

18. Precede selon Tune des revendications 10 a 17, dans lequel la 
proteine fluorescente est fusionnee du cote C-terminal et la proteine cible, 
notamment le recepteur, est fusioime du cote N-terminal. 

19. Procede selon Tune des revendications 10 a 18, dans lequel la 
proteine fluorescente est inseree dans la proteine cible a un endroit ne 
correspondant pas a un site de liaison proteine cible-ligand, notamment dans le 
cas des recepteurs couples a la proteine G, cette insertion ay ant lieu dans la 
premiere ou la troisieme boucle intracellulaire du recepteur, sous reserve que 
r insertion ne detruise ni les proprietes du recepteur, ni la fluorescence de la 
proteine fluorescente. 

20. Proc6d6 selon Tune des revendications 10 a 19, dans lequel les 
cellules sont des cellules de manraiiferes, notamment les cellules HEK 293 
adherentes ou en suspension, cellules CHO, cellules COS, lign6es 
lymphocytaires, fibroblastes, etc., ou des cellules de levure, notamment pichia 
telle que pichia pastoris, saccharomyces telle que saccharomyces cerevisia, 
saccharomyces kluyveri, Hansenula telle que hansenula polymorpha, ou des 
cellules d'insectes infectees par un virus tel que baculovirus, notamment cellules 
TNI ou sf9, ou des champignons, notamment les souches de Aspergillus (A. 
oryzae. A, nidulans, A. niger), Neurospora, Fusarium, Trichoderma. 

21. Procede selon Tune quelconque des revendications 10 a 20, dans 
lequel un signal est detectable, dans un appareil de fluorimetrie conventionnel 
ou dans un appareil de melange rapide equip6 d'un systeme de detection de 
fluorescence, apres mdlange du donneur et de Taccepteur et pent etre aboli par 
r addition d'une substance non fluorescente de meme specificite 
pharmacologique, et notamment dans lequel le rapport signal/bruit est supdrieur 
a environ 2. 

22. Utilisation d'un proteine fluorescente choisie parmi les proteines 
fluorescentes issues ou derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coefllcient d' extinction moleculaire est superieur a environ 
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14000M'^cm"^ et le rendement quantique de fluorescence est superieur a environ 
0,38, notamment choisie parmi : 

- I9 proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition, delation ou 
5 substitution d*un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 

conservent la propri6te de fluorescence, 

- ou des firagments de la GFP, ou de fi*agments des susdits variants, 
sous reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 
pour la d6tection et la quantification d' interactions non covalentes entre une 

10 proteine cible constitute par un recepteur couple aux proteines G et une proteine 
G, en vue d* identifier les molecules biologiquement actives vis-a-vis du 
recepteur, susceptibles de former une interaction non covalente reversible avec 
ledit recepteur, ledit recepteur etant marque par voie genetique par la proteine 
fluorescente et la proteine G etant marquee par un marqueur constitue : 

15 - soit par une molecule susceptible d* absorber la lumiere emise par 

la proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente pouvant etre notamment 
choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou derivees de proteines 
autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d' extinction moleculaire est 

20 sup6rieur a environ MOOOM'^cm'^ et le rendement quantique de fluorescence est 
sup6rieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants deriv6s de la GFP, par addition , deletion ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 

25 conservent la propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, 
sous reserve que ces fragments conservent la propri6te de fluorescence, 

cette detection et quantification ay ant lieu par transfert d'6nergie de 
fluorescence entre le recepteur marque par la GFP ou Tun de ses 

30 variants definis ci-dessus, ou Tun des fragments definis ci-dessus et 

la susdite substance fluorescente, la substance fluorescente etant telle 
que soit elle est excitable a la longueur d'onde d' emission de la GFP 
ou de Tun des susdits variants, ou de Tun des susdits fragments, soit 
elle emet a la longueur d' excitation de la GFP, ou de Tun des susdits 

35 variants, ou de Tun des susdits ft*agments, ou 

. entre la GFP ou Tun de ses variants definis ci-dessus, ou Tun des 
firagments definis ci-dessus, et la susdite molecule susceptible 
d' absorber la lumiere emise par la proteine fluorescente. 
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23. Utilisation d'une proteine G marquee par un marqueur constitue: 

- soif par une molecule susceptible d'ab3orber la lumiere emise par 
la prpteine fluorescente, 

5 - soit par une substance fluorescente pouvant etre notamment 

choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou derivees de proteines 
autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient d* extinction moleculaire est 
superieur a environ 14000M"^cm'^ et le rendement quantique de fluorescence est 
superieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 
10 - la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , delation ou 
substitution d'uh ou plusieurs acides amines, sous r6serve que ces variants 
conservent la propri6t6 de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, 
15 sous reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

pour la detection et la quantification d' interactions non covalentes entre une 
proteine cible constituee par un recepteur couple aux proteines G et la susdite 
proteine G, en vue d' identifier les molecules biologiquement actives vis-a-vis du 
recepteur, susceptibles de former une interaction non covalente reversible avec 

20 ledit recepteur, ledit recepteur etant marque par voie g6n6tique par une proteine 
fluorescente choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou derivees de 
proteines autofluorescentes de cnidaires dont le coefficient d' extinction 
moleculaire est superieur a environ 14000M"^cm * et le rendement quantique de 
fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie parmi : 

25 - la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition, deletion ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 
conservent la propri6t6 de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, 
30 sous reserve que ces fi-agments conservent la propriete de fluorescence, 

cette detection et quantification ay ant lieu par transfert d'energie de 
fluorescence: 

. entre la GFP ou Tun des variants definis ci-dessus, ou Tun des 
fragments definis ci-dessus et la susdite substance fluorescente, la 
35 substance fluorescente 6tant telle que soit elle est excitable a la 

longueur d*onde d* Emission de la GFP ou de Tun des susdits 
variants, ou de Tun des susdits fragments, soit elle 6met a la 
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longueur d' excitation de la GFP, ou de Tun des susdits variants, ou 
de Tun des susdits fragments, ou 

entre la GFP ou Tun de ses variants d6fmis ci-dessus, ou Tun des 
fragments d6finis ci-dessus, et la susdite molecule susceptible 
d' absorber la lumiere emise par la proteine fluorescente. 



24. Utilisation selon la revendication 22 ou 23, dans laquelle la proteine 
fluorescente est choisie parmi EOF?, ECFP, EYFP, ou leurs mutants pour 
lesquels le coefficient d' extinction moleculaire est sup6rieur a environ 
14000 M'^cm"^ et le rendement quantique est superieur a environ 0,38. 

25. Utilisation selon Tune des revendications 22 ou 24, dans laquelle le 
recepteur est choisi parmi : 



- les recepteurs couples aux proteines G, notamment ceiix decrits 



dans Supplement Trends in Pharmacological Sciences, 1997 {Receptor and ion 
Channel Nomenclature), 



- les sequences codant pour des recepteurs couples aux proteines G 



putatifs dont les molecules biologiquement actives vis-a-vis d'eux-memes sont a 
identifier, notamment choisies parmi les sequences de recepteur orphelins 
disponibles dans les banques de sequence Genbank, EMBL et banques affiliees. 

26. Utilisation selon la revendication 23, dans laquelle la proteine G est 
choisie parmi les prot6ines G d6crites dans Journal of Receptor Research, vol 
13, ppl9-26, 1993 ou Angewandte Chemie, ed. Engl, vol 34, ppl406-1419, 
1995. 

27. Proc6d6 de detection et de quantification d' interactions non 
covalentes entre une proteine cible constitu6e par un recepteur coupl6 aux 
protfeines G et une proteine G, en vue d' identifier les molecules biologiquement 
actives vis-a-vis du recepteur, susceptibles de former une interaction non 
covalente reversible avec ledit recepteur , caracterise en ce que : 



- on prepare des cellules soit des fragments de cellules exprimant 



une sequence d'ADN comprenant le gene codant pour une proteine fluorescente 
fusionnee avec le gene du recepteur couple aux proteines G, la fusion entre le 
gene de la proteine fluorescente et le gene du susdit recepteur etant telle que les 
proprietes du recepteur ne sont pas modifiees par la presence de la proteine 
fluorescente, a savoir : 

* I'interaction entre le recepteur et la proteine G n'est pas modifiee. 
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* r interaction entre le r6cepteur et la molecule biologiquement active 

n'est pas modifiee, 
* . la fonction de transduction de la reponse n'est pas modifiee* 
la proteine fluorescente 6tant choisie parmi les proteines fluorescentes 
issues ou derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires dont le 
coefficient d 'extinction moleculaire est superieur a environ 14000M' 
^Cm'^ et le rendement quantique de fluorescence est superieur a 
environ 0,38, notamment choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , deletion ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 
conservent la propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, 
sous reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence, 

la prot6ine G etant marquee par un marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d' absorber la lumiere emise par 
la prot6ine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 

- la proteine fluorescente et le susdit marqueur etant tels qu'ils 
peuvent transferer I'energie de I'un a T autre, la proteine fluorescente pouvant 
etre donneur d*energie ou le susdit marqueur pouvant etre donneur d'energie, 

r interaction entre le recepteur marque par la proteine fluorescente et la proteine 
G marquee par un marqueur susdefini etant detectee par transfert d*energie de 
fluorescence. 

28. Procede d' identification et eventuellement de quantification 
d* interactions entre un recepteur et une molecule non fluorescente 
biologiquement active vis-a-vis dudit recepteur, susceptibles de former une 
interaction non covalente reversible avec ledit recepteur, par mise en oeuvre du 
proc6de selon la revendication 27, dans lequel une molecule non fluorescente 
biologiquement active est ajoutee a des cellules, ou fragments de cellules, 
exprimant TADN codant pour le recepteur marque par la prot6ine fluorescente 
et pour la proteine G marquee par le marqueur, caracterise en ce que : 

- une mol6cule non fluorescente biologiquement active et agoniste 
declenche une transduction de signal detectee par variation de transfert d'energie 
entre le r6cepteur marqu6 par la proteine fluorescente et la proteine G marqu6e 
par le marqueur ; 
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- une mol6cule non fluorescente biologiquement active antagoniste 
inhibe la transduction de signal provoquee par un agoniste et detectee par 
variation de transfert d*energie de fluorescence entre le recepteur marque par la 
proteine fluorescente et la proteine G marquee par le marqueur. 

29. Cellules ou fragment de cellules contenant une sequence d'ADN 
comprenant le gene codant pour une proteine fluorescente fusionn6e avec le 
gene d'une prot6ine cible, la proteine fluorescente 6tant choisie parmi les 
proteines fluorescentes issues ou deriv6es de proteines autofluorescentes de 
cnidaires, dont le coefficient d 'extinction mol6culaire est superieur a environ 
14000M"^cm'^et le rendement quantique de fluorescence est superieur a environ 
0,38, la fusion entre le gene de la proteine fluorescente et le gene de la susdite 
proteine cible etant telle que 

* les proprietes de la proteine cible ne sont pas modifiees par la 
presence de la proteine fluorescente, a savoir 

* r interaction entre la proteine cible et le ligand n'est pas modifiee, 

* la fonction de transduction de la reponse n*est pas modifiee, 
sous reserve que : 

* lorsque la proteine cible est le recepteur des glucocorticoides de 
rat fusionne en N-terminal avec successivement une sequence de 
purification comportant 6 histidines, un epitope hemaglutinine et 
une prot6ine fluorescente et est exprimee dans la lignee cellulaire 
1471.1, la proteine fluorescente est differente de la GFP (768 
paires de bases du plasmide TU65 avec la mutation S65T), 

* lorsque la proteine cible est le recepteur humain des 
glucocorticoides tronqu6 de ses 131 premiers amino acides, 
fusionn6 en C-terminal d*une proteine fluorescente dans les sites 
Sal I et BamH I et est exprimee dans les cellules Cos-1, ladite 
proteine fluorescente est differente de la GFP telle que decrite 
dans r article de Inouye S. et Tsuji, P. I., 1994, Febs Letters, 
Vol. 341, p.277-280, 

* lorsque la proteine cible est la sous-unite NMDA Rl de rat 
exprime dans les cellules HEK 293 fusionnee en C-tenninal avec 
une proteine fluorescente, la proteine fluorescente est differente 
de celle constitute par les acides amines 2-238 de la GFP 
sauvage. 
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* lorsque la proteine cible est un recepteur ou un fragment de 
recepteur de messagers secondaires intracellulaires, la proteine 
fluorescente est differente de la GFP et de ses derives. 

30. Cellules ou fragment de cellules contenant une sequence d'ADN 
comprenant le gene codant pour une substance fluorescente fusionnee avec le 
gene d'un ligand, la substance fluorescente etant choisie parmi les proteines 
fluorescentes issues ou d6rivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coefficient d' extinction moleculaire est superieur a environ 14000M'^cm' 
'et le rendement quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, la 
fusion entre le gene de la substance fluorescente et le gene du ligand etant tel 
que 

* les propri6tes du ligand ne sont pas modifiees par la presence de 
la substance fluorescente, a savoir 

* r interaction entre la proteine cible et le ligand n*est pas modifi6e, 

* la fonction de transduction de la reponse n'est pas modifiee. 

31. Cellules ou fragment de cellules contenant une sequence d'ADN 
comprenant 

- le gene codant pour un ligand constitue par la proteine G 
fusionnee avec une substance fluorescente choisie parmi les proteines 
fluorescentes issues ou derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coefficient d' extinction moleculaire est superieur a environ MOOOM'^cm' 
^et le rendement quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, 

- et eventuellement le gene codant pour une proteine fluorescente 
fusionnee avec le gene d'une proteine cible constituee par un recepteur, la 
proteine fluorescente etant choisie parmi les proteines fluorescentes issues ou 
derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient 
d 'extinction moleculaire est superieur a environ HOOGM'^cm'^et le rendement 
quantique de fluorescence est sup6rieur a environ 0,38, 

- la fusion entre le gene de la substance fluorescente et le gene de 
la susdite proteine G, et eventuellement la fusion entre le gene de la proteine 
fluorescente et le gene du recepteur etant telle que 

* les proprietes de la proteine G ne sont pas modifiees par la 
presence de la substance fluorescente, 

* les propri6tes du r6cepteur ne sont pas modifiees par la presence 
de la prot6ine fluorescente, a savoir 

* r interaction entre la proteine G et le recepteur n'est pas modifi6e. 
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* la fonction de transduction de la reponse n'est pas modifiee, sous 
reserve que : 

* lorsqiie la proteine cible est le recepteur des glucocorticoides de 
rat fusionne en N-terminal avec successivement une sequence de 

5 ■ ' purification comportant 6 histidines, un epitope hemaglutinine et 

une proteine fluorescente et est exprimee dans la lignee cellulaire 
1471.1, la proteine fluorescente est diff6rente de la GFP (768 
paires de bases du plasmide TU65 avec la mutation S65T), 

* lorsque la proteine cible est le recepteur humain des 
10 glucocorticoides tronqu6 de ses 131 premiers amino acides, 

fusionne en C-terminal d'une prot6ine fluorescente dans les sites 
Sal I et BamH 1 et est exprim6e dans les cellules Cos-I, ladite 
proteine fluorescente est diff6rente de la GFP telle que decrite 
dans r article de Inouye S. et Tsuji, F. 1., 1994, Febs Letters, 
15 Vol. 341,p.277-280, 

* lorsque la proteine cible est la sous-unite NMDA Rl de rat 
exprime dans les cellules HEK 293 fusiomiee en C-terminal avec 
une proteine fluorescente, la proteine fluorescente est differente 
de celle constituee par les acides amines 2-238 de la GFP 

20 sauvage, 

* lorsque la proteine cible est un recepteur ou un fragment de 
recepteur de messagers secondaires intracellulaires, la proteine 
fluorescente est differente de la GFP et de ses deriv6s. 



>5 32. Trousse ou n6cessaire pour la detection et la quantification 

d'interactions non covalentes entre une proteine cible marquee par une proteine 
fluorescente et I'un de ses ligands marque par un marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d'absorber la lumiere emise par 
la proteine fluorescente, 

30 - soit par une substance fluorescente, 

laquelle proteine fluorescente est choisie parmi les proteines fluorescentes issues 
ou derivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, dont le coefficient 
d'extinction moleculaire est superieur a environ 14000M-^cm-' et le rendement 
quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie 

35 parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 
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- des variants derives de la GFP, par addition, delation ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants 
conservent la p'rofiridte de fluorescence, 

7 ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits* variants, 
sous reserve que ces fragments conservent la propriete de fluorescence et son 
ligand marque par une substance fluorescente, ladite trousse comprenant : 

- la proteine cible fusionnee avec une proteine fluorescente ou une 
lignee cellulaire stable susceptible d'exprimer la proteine fusionnee avec une 
proteine fluorescente ou un plasmide contenant la sequence nucleique codant 
pour ladite proteine cible fusionnee avec une proteine fluorescente telle que 
definie ci-dessus, 

- le'ligand marque par le susdit marqueur, 

- les tampons et milieux necessaires au transfert d*6nergie entre la 
susdite prot6ine et le susdit ligand. 

33. Trousse ou n6cessaire pour la detection et la quantiflcation 
d* interactions non covalentes entre une prot6ine cible marqu6e par une proteine 
fluorescente (n® 1) et Tun de ses ligand marqu6 par une substance fluorescente 
correspondant a une proteine fluorescente (n** 2), la proteine fluorescente (n** 1) 
6tant choisie parmi la prot6ine fluorescente EYFP ou EGFP et le ligand etant 
marqu6 par la proteine fluorescente (n"" 2) ECFP ou la proteine fluorescente 
(n*" 1) etant ECFP et le ligand etant marque par la proteine fluorescente (n"* 2) 
EYFP ou EGFP, ladite trousse comprenant : 

- soit un plasmide contenant un acide nucleique codant pour la 
proteine cible fusionnee avec une proteine fluorescente (n° 1), et 

* un plasmide contenant un acide nucleique codant pour le ligand 
fusionne avec une proteine fluorescente (n"" 2), ou 

* un ligand fusionne avec une proteine fluorescente (n° 2), 
obtenu par voie recombinante et purifie, 

- soit une lignee cellulaire stable susceptible d'exprimer la proteine 
cible fusionn6e avec une proteine fluorescente (n'' 1), et 

* une lignee cellulaire stable susceptible d'exprimer le ligand 
fusionnd avec une proteine fluorescente (n® 2), ou 

* un ligand fusionne avec une proteine fluorescente (n^ 2), 
, obtenu par voie recombinante et purifi6, 

- les tampons et milieux necessaires au transfert d'energie entre la 
susdite proteine et le susdit ligand. 
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34. Trousse ou necessaire pour la detection at la quantification 
d' interactions non covalentes entre une proteine cible constituee par un 
recepteur couple a la proteine G marquee par une proteine fluorescente 

5 (n° 1) et la proteine G marquee par une substance fluorescente correspondant a 
line proteine fluorescente (n° 2), la proteine fluorescente (n^* 1) etant choisie 
parmi la proteine fluorescente EYFP ou EGFP et la proteine G etant marquee 
par la proteine fluorescente (n° 2) ECFP ou la proteine fluorescente (n° 1) etant 
ECFP et la proteine G etant marquee par la proteine fluorescente (n** 2) EYFP 

10 ou EGFP, ladite trousse comprenant : 

- soit un plasmide contenant un acide nucl6ique codant pour le 
recepteur fusiomi6 avec une proteine fluorescente (n° 1), et 

* un plasmide contenant un acide nucleique codant pour la 
proteine G ftisionn6e avec une proteine fluorescente (n"* 2), ou 

15 * la proteine G fusionnee avec une proteine fluorescente 

(n° 2), obtenue par voie recombinante et purifiee, 

- soit une lign6e cellulaire stable susceptible d'exprimer le 
recepteur fusionne avec une proteine fluorescente (n° 1), et 

* une lignee cellulaire stable susceptible d'exprimer la proteine 
20 G fusioimee avec une proteine fluorescente (n"" 2), ou . 

* la proteine G fusionnee avec une proteine fluorescente 
(n° 2), obtenue par voie recombinante et purifiee, 

- les tampons et milieux necessaires au transfert d*energie entre le 
susdit recepteur et la susdite proteine G. 

25 
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